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I NTRODUCTI ON 
T he p r o d u c t i o n a n d  use o � sy n t he t i c  c h e m i c a ls f p r  
p e s t i c i d e  c o n t r ol i n c r e ase d d r a m a t i c ally a f t e r  W o rld Wa r 
I I . Th e y  w e r e  f o u n d  t o  b e  h i g hly e f f e c t i v e , c h e a p t o  p r o -
d u c e  a n d  e asy t o  a p p l y .  D e v el o p m e n t  o f  t h e s e  c he m i c a ls h a s  
b e e n  o n e o f  t h e  m ajo r d e v elo p m e n t s  f o r  a g r i c ul t u r e . 
I n  t h e  1 9 7 0 's p u b l i c he al t h  r i sks a n d  e nv i r o nme n t al 
d a ma g e  c a use d b y  a g r i c ul t u r al c he m i c als w a s  r e c o g n i z e d . 
P r o b le m s o f  c h r o n i c  exp o su r e� i m p r o p e r w as t e d i s p osal a n d  
e n v i r o n m e n t a l  d a m a g e  d e v elo p e d  wh i c h le d t o  t h e  f e d e r al g o v -
e r n m e n t  r e g ul a t i n g  t h e i r u s e a n d  m a n u f a c t u r e . 
P e s t i c i d e  m a n u f a c t u r e rs h a v e  a v a r i e t y  o f  p hy s i c al 
/ 
· a n d c he m i c al d i sp osal m e t h o ds f o r  p e st i c i d e  w as t e s . D i s -
p osal o r  d e t o x i f i c a t i o n m e t h o d s f o r  p e s t i c i d es t h a t  h a v e  
b e c o m e  e n v i r o n m e n t al p ollu t a n t s  t h r o u g h sp i ll s  o r  a c c u m u -
la t i o n  i n  · h i g h  u s e  a r e a s  a r e l i m i t e d  o r  n o n e x i s t e n t . Th e r e 
1s a � o t e n t i al f o r  b i o d e g r a d a t i o n  t o  h elp d e c o n t a m i n a t e  
t h e se e n v i r o nm e n t al p ollu t a n t s ,  s i n c e  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  
o r g a n i c  c o m p o u n ds i n  t he e nv i r o n m e n t  i s  p r e d o m i n a n t ly m i c r o -
b i ologi c a lly m e d i a t e d . F u r t h e r r ese a r c h o n  m i c r o b i al 
m e t a b ol i sm o f  xe n o b i o t i �s a n d t h e i r  a b i l i t y  t o  d e g r a d e  
t h ese c o mp o u n d s u n d e r  d i f f e r e n t  g r o wt h  c o n d i t i o n s  i s  
n e e d e d . 
F o u r  o bje c t i v e s  f o r  t h i s  t h e s i s  r e s e a r c h w e r e  t o: 
1 .  S c r e e n  la b o r a t o r y  f i el d  i s ola t e s  f o r  t h e i r · 
c a p a b il i t y  t o  d e g r a d e  t h e  p e s t icid e s  ala c hl o r , 
c a r b o f u r a n , a n d d i c a mb a. 
2 a . T a k e  k e y  i s o l a t e s  o b t a i n e d f r o m o b j e c t i v e  1 
a n d  d e t e r m i n e i n  v i t r o  b r o t h d e g r a d a t i o n i n  t h r e e 
t y p e s  o f  c ul t u r e m e d i a . 
2 b . W i t h  t h e s e  s a m e  i s o l a t e s  d e t e r m i n e  t h e i �  i n  
v i t r o  s o il s l u r r y d e g r a d a t i o n  c a p a b i l i t y . 
3 .  D e t e rm i n e  a l a c h l o r  d e g r a d a t i o n  b y  e i g h t 
i s ola t e s  o b t a i n e d  f r o m a n  a g r i c u l t u r a l c h e m i c al 
s p i l l . 
2 
4 .  D e t e r m i n e i f  a n y o b s e r v e d  p e s t i c i d e  d e g r a d a t i o n  
w a s m e d i a t e d . b y  p l a s m i d  o r  c h r o mo s o m a l D N A . 
3 
CHA PTER 1 
L I TERATURE REVI EW 
P e s t i c i d e  d e g r a d a t i o n o c c u r s  t h r o u g h  c h e m i c a l  a n d _ 
b i o l o g i c a l  m e t a b o l i c  p r o c e s s e s w h i c h a r e c h a r a c t e r i ze d a s  
e i t h e r a b i o t i c  o r  b i o t i c ,  r e s p e c t i v e l y  ( 8 ,  4 8 ) .  A b i o t i c  
d e g r a d a t i o n  i s  n o t  d e p e n d e n t  o n  s p e c i f i c s o il e nzy m e s ,  a n d  
i n v o l v e s  c h e m i c al r e a c t i o n s  w i t h o t h e r  o r g a n i c  m ole c ule s .  
A m e t a b o l i c r e a c t i o n  i s  o n e  wh e r e al t e r a t i o n s  i n  t h e  p e s t i ­
c i d e  a r e m e d i a t e d  b y  a n  e nzy m e . 
ABIOTIC DEGRADATI ON 
EFFECTS MED I ATED BY HUMUS FORMA TION: A b i o t i c  
d e g r a d a t i o n o f  p e s t i c i d e s  m a y  o c c u r · d u r i n g  h u m u s f o r m a t i o n 
i n  t h e  s o i l .  T he o r g a n i c  f r a c t i o n o f  s o i l m a y  c o n t a i n 
c a r b oxyl , p h e n o l i c , a l i p h a t i c , h y d r oxy l , c a r b o n y l , a s  w e l l  
a s  le s s  f r e q u e n t ly f o u n d  f u n c t i o n al g r o u p s  s u c h a s  a m i n o , 
i m i n o , a n d s ul f h y d r yl g r o u p s  ( 1 ,  8 ) . T h e s e  h i g hly r e a c t i v e  
f u n c t i o n al g r o u p s  l i nk t o g e t h e r  c h e m i c ally w i t h p oly s a c c h a r ­
i d e s , am i n o  a c i d s , p e p t i d e s  a n d  p r o t e i n s , a n d o t h e r  o r g a n i c  
m a t t e r. T h i s  r e s u l t s  i ri a c o m p l e x  � i x t u r e  o f  p olym e r i ze d 
m a t e r i a l  c alle d  h u m u s a n d  p e s t i c i d�  m ole c ule s o r  t h e i r  
m e t a b ol i t e s  m a y  b e c o m e  i n c o r p o r a t e d d u r i n g  " i t s  f o r m a t i o n 
( 8 ) . 
4 
Mic r o o r g a n i s m s  m a y  p r o d u c e  e nzy m e s t h a t  g e n e r a t e  
hig hly r e a c t ive p e s t i c id e m ole c ule s t h a t  a r e o t h e rwis e 
u n r e a c t iv e . Th e s e  t h e n  c o mbine wit h f u n c t io n al g r o u p s 
p r e s e n t  in t h e s oi l  o r g a ni c  ma t t e r. Fo r e xa m p l e  p h e n oli c 
p e s t ic id e s  c a n  b e  t r a n s f o r m e d in t o  a c t iv e  p h e n o l i c  r a dic als 
b y  t h e  a c t io n  o f  p h e n oloxid a s e s  ( 8) . Th e s e r a dic a l s  t h e n  
s t a bil ize  b y  l i n k in g t o g e t h e r  o r  b y  f u r t h e r  o xid a t io n  t o  
q uin o n e s .  
EFFECTS MED I ATED BY. CHANGE OF pH : T h e  h y d r o g e n  
io n c o n c e n t r a t io n  h a s  a m a j o r  e f f e c t  o n  t h e  r e a c t ivit y o f  
t h e  p e s t i cid� m o l e c ule b y  i o n izin g f u n c t io n a l g r o u p s  o f  
p e s t i c id e s  o r  f u n c t i o n a l g r o u p s  p r e s e n t  in s oi l  o r g a ni c  
m a t t e r  ( 8, 64 ) .  T h is i s  i m p o r t a n t  wi t h  r e a c t io n s in v o l vin g 
/ 
th e p e s t i cid e a n d f u n c t i o n a l g r o u p s  p r e s e n t  in s oi l  o r g a ni c  
ma t t e r .  Mi c r o o r g a nis m s  a r e  c a p a b l �  o f  c h a n g i n g  t h e  p H  t o  
e i t h e r a n  a l k a l i n e o r  a c idic e n v i r o n me n t . C o n s e q u e n t l y  
mic r o b i ally m e d i a t e d p H  di f f e r e n c e s  m a y  f a c ili t a t e  a bio t ic 
d e g r a d a t io n . p H  i s  t h e  d o min a t in g f a c t o r c o n t r ol l i n g 
a bio t i c  d e g r a d a t io n  f o r  s o m e  p e s t ic i d e s .  A n  a lk a lin e p H  o f  
8.5 w i l l  f a c i l i t a t e  a b io t ic d e g r a d a t io n o f  p a r a t hi o n ;  a n d  
a mi t r o i e i s  o p t im ally d e g r a d e d  a t  p H  6 . 5 ( 8 ). T h is p h e n o m- . 
e n o n  m a y  b e  m o r e  a p p a r e nt in t h e  mic r o e n vi r o nm e n t  d u e  t o  
_ t h e l a r g e  b u f f e r i n g c a p a c it y o f  s o i l  wi t h  n o  a p p a r e n t  
e f f e c t  o b s e r v e d i n  t h e  m a c r o e n vir o nme n t  ( 8 )� 
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EFFECTS ME D I ATED BY OXI DATI ON-REDUCT I ON 
CONDI T I ONS: C h a n g i n g  t h e  r e d u c t i o n - o x i d a t i o n p o t e n t i a l  
m a y  als o a f f e c t t h e  d e g r a d a t i o n o f  c e r t a i n  p e s t i c i d e s  ( 8 , 
64 ) .  M i c ro o r g an i s m s m a y  a l t e r  t h e  o x i d a t i o n - r e d u c t i o n  
c o n d i t i o n s  b y  c o n s um i n g  a v ai l a b l e  o x y g e n  t h e r e b y  p r o d u cin g 
a n a e r o b i c  c o n di t i o n s . T he p r e v a i l i n g  r e d u c i n g e nv i r o n m e n t  
c a n  m o d i f y t h e  '' . . .  r a t e s  a n d p r o d u c t s  o f  p u r e l y  c h e m i c a l  
r e a c t i o n s  . . .  " fo r s o m e  p e s t i c i d e s  ( 8 ) .  T h e a n a e r o b i c  
c o n d i t i o n s  c a n  a l s o  p r o d u c e  a t o t a l l y d i f f e r e n t f l o r a  o f  
m i c r o o r g a n i s m s  t h a t  h ave '' . . .  s p e c i f i c  a bi l i t i e s  f o r  
m e t a b o li c  t r a n s f o r m a t i o n  o f  s u b s t r a t e s " ( 8 ) .  
E FFECTS MED I ATED BY P HYS I CAL PARAMETERS: M a n y 
p h y s i c a l  f a c t o r s  i n f l u e n c e  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  a n d m o v e m e n t  
/ 
o f  p e s t i c i d e s . R a t e s o f  d e g r a d a t i o n  o f  p e s t i c i d e s i n  s o{ l  
a r e  a f u n c t i o n  o f  t e m p e r a t u r e , m o i s tu r e , s o r p t i o n  c o e f f i -
c i e n t s , e x t e n t  o f  o c c l u s i o n i n  t he s o i l  o r g a n i c  m a t r i x , a n d  
t h e i n t r i n s i c  c a p a c i t y  o f  t h e  p e s t i c i d e  t o  r e s i s t d e g r a d a -
t i o n  ( 1 ,  8 ,  2 9, 4 8, 7 5 ) .  O f  t he p h y s ic al f a c t o r s  k n o w n t o  
a f f e c t t h e  r e s i d u a l f a t e  o f  p e s t i c i d e s , s u n l i g h t  i s  t h e  
m o s t  i m p o r t a n t  ( 4 8) . S u n l i g h t m a y  a c t i v a t e  c o m p o u n d s 
c a l l e d  p ho t o s e n s i t i z e r s t ha t t r a n s f e r  t h e  c a p t u r e d  l i gh t  
e n e r g y  t o  p e s t i c i d e s  r e � u l t i n g  i n  p ho � o l y s i s  o f  p e s t i c i d e s . 
O t h e r  p h o t o c h e m i c a l  r e a c t i o n s  t h a t  o c c u r  a r e  d e h a l o g e n a -
t i o n , p h o t o c h e m i c a l o x i d a t i o n  a n d  p h o t o n u c 1 e o p h i l i c  
r e a c t i o ns . 
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I n c r e a s i n g t h e  t e mp e r a t u r e  i n c r e a s e s  t h e  l o s s  o f  
s om e  p e s t i c i d e s  b y  v ola t il i za t i o n  a n d  d e g r a d a t i o n  ( 1 ,  3 3 , 
4 4 ) .  V ol a t i l i za t i o n i s  c h i e fly r e s p o n s i b le f o r lo s s e s  o f  
p e s t i c i d e  r e s i d u e s  f r o m t h e  s u b s t r a t e  t o  w h i c h  t h e y  w e r e -
a p p l i e d . De g r a d a t i o n d o e s  n o t  o c c u r  d u r i n g v ol a t i l iza t i o n . 
T h e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e  ala c hlo r w a s s h o w n  t o  b e  
i n flu e n c e d  b y  t e m p e r a t u r e . A n  ala c h l o r m e t a b ol i t e  w a s 
f o rme d - i n  s o i l w h e n  i n c u b a t e d  a t  4 6° C ,  b u t  n o t  a t  2 2 ° C 
( 3 3 ) .  
DIFFERENTIATING BETWEEN BIOTIC AND ABIOTIC DEGRADATION 
Of t e n  t h e  r e s u l t  o f  t h e s e  a b i o t i c  p r o c e s s e s  i s  t h e  
e r r o n e o u s p r e s u m p t i o n  t h a t  t h e  o b s e r v e d  d e g rad a t i o n  i s  
a t t r i b u t a b le t o  m i c r o b i al a c t i v i t y  ( 8). I d e ally o n e w a n t s 
t o  i s o l a t e  t h e  e nzyme t h a t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  me t a b o l i c 
t r a n s f o r m a t i o n o f  t h e  p e s t i c i d e . T h i s  i s  s e l d o m d o n e  d u e  
t o  t i m e  c o n s t r a i n t s  i m p o s e d ,  la c k  o f  a v a i l a b l e  e q u i p m e n t , 
o r  la c k  o f  t e c h n i c a l  e x p e r t i s e .  
O f t e n i n i t i al c omp a r i s o n s  a r e  ma d e  b e t w e e n  s t e r i le 
a n d n o n s t e r i l e  s o il t o  s h o w t h a t  t h e  d e g r a d a t i o n i s  m i c r o -
b i ally me d i a t e d . B u t  f a c t o r s  e v e n  s u c h a s  t h e m e t h o d  o f  
s o il s t e r i l i za t i o n m a y  a f f e c t  t h e  o u t c o me o f  a n  e x p e r i me n t . 
· I t  w a s  s h o w n  t h a t  a u t o c la v i n g s o il ' '  . . .  d e s t co y s t h e f r e e  
r a d i c a l me c h a n i s m i n v olv e d  i n  t h e  n o n b i o l o g i c a l  d e g r a d a t i on 
o f  am i t r ol e , w h ile  s t e r il i z i n g  s o il w i t h e t h yle n e  o x i d e . 
h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  a m i t r o le ( 8 ) .  
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O n e  mu s t  c a r e f u l l y e v alu a t e  t h e  e n v i r o nm e n t a l 
p a r a m e t e r s a n d c i r c u m s t a n c e s  u n d e r  w h i c h d e g r a d a t i o n  t a k e s  
p l a c e  i n  o r d e r t o  c la s s i f y i t  a s  a b i o t i c  o r  b i o t i c . S o i l 
" 
i s  a h i g h ly c o m ple x e nv i r o n m e n t  a n d m a n y  p h y s i c al a n d  c h e m-
i c al f a c t o r s  i n f lu e n c e  p e s t i c i d e  d e g r a d a t i o n . Ex p e r i m e n t s 
p e r f o r m e d i n  t h e la b o r a t o r y  a r e c o m ple t e d u n d e r  e x a c t  p a r a m­
e t e r s whic h m a y  al t e r  p h y s i o - c h e m i c al c o n d i t i�n s m o r e  r a p -
i d l y t h a n  u n d e r  f i eld c o n d i � i o n s ( 8 ). C o n s e q u e n t ly i n  
v i t r o  p e s t i c i d e  t r a n s f o r ma t i o n r e a c t i o n s  a r e r e p r e s e n t a t i v e  
o n l y  f o r  a s p e c i f i c  e x p e r i m e n t .  
BIOTIC DEGRADATION: M a t s u m u r a  d i v i d e s  b i o t i c 
d e g r a d a t i o n , w h i c h h e  r e f e r s  t o  a s  e n z y m a t i c  d e g r a d a t i o n ,  
i n t o  t h r e e  c a t e g o r i e s : 1 )  i n c i d e n t a l  m e t a b o l i s m  2 )  c a t a b -
o l i s m a n d  3 ) d e t o x i f i c a t i o n  m e t a b o l i s m  ( 4 8 ) .  I n c i d e n t a l 
m e t a b o l i s m  i s  s o m e t im e s  r e f e r r e d  t o  a s  c o m e t a b o l i s m , 
al t h o u g h  M a t s u mu r a  r e f e r s  t o  c o m e t a b oli s m  i n  m o r e  r e s t r i c -
t i v e  t e rm s . I n c i d e n t al m e t a b o l i s m o c c u r s  w h e n  t h e  p e s t i -
c i d e  m o l e c u l e  i s  t r a n s f o rm e d t o  v a r y i n g d e g r e e s  b y  a 
m i c r o o r g a n i s m ;  h o w e v e r t h e  org a n i s m d e r i v e s  n o  c a r b o n  o r  
e n e r g y  b e n e f i t a s  a r e s ult  o f  t h e  p r o c e s s .  T h e m e t a b o l i t e s 
f o r m e d m a y  b e c o m e  s u b s t r a t e s  f o r  o t h e r m i c r o o r g a n i s m s . 
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C a t a b ol i s m  r e f e r s  t o  t h e  m e t a b ol i c p r o c e s s w h e i e 
t h e  m i c r o o r g a n i s m  d e r i v e s c a r b o n  o r  e n e r g y  f r om t h e p e s t i -
c i d e  m ole c ul e  a n d  t h �re f o r e g r o w t h  o f  t h e  m i c r o o r g a n s i m  
o c c u r s  ( 4 8 ) . O nly a p o r t i o n  o f  t h e  m ole c ul e  m a y  b e  c a t a -
b ol i c ally m e t a b ol i z e d  b y  a g i v e n o r g a n i s m le a v i n� t h e  r e s t 
o f  t h e p e s t i c i d e  a s  a s u b s t r a t e  f o r  s u b s e q u e n t  r e a c t i o n s . 
T h e  p e s t i c i d e  m ol e c ule ma y als o s e rve a s  a n i t r o g e n  o r  p h o s -
p h o r u s  s o u r c e  ( 1 8 ,  6 0) .  
De t o x i f i c a t i o n  m e t a b o l i s m  o c c u r s  t h r o u g h t h e a c t i o n 
o f  m u t a n t  s t r a i n s  t h a t  h a v e _d e v e lo p e d  r e s i s t a n c e  a n d a r e 
u n a f f e c t e d by t o x i c  e f f e c t s  o f  a p e s t i c i d e . T h e  m u t a n t  
s t r a i n s  m e t a b ol i c ally , o r  o t h e r w i s e ,  d e t o x i f y  t h e  p e s t i -
c i d e , o r  w i t h s t a n d  a n y o f  i t s  t o x i c e f f e c t s . I f  t h e  
p e s t i c i d e  i s  n o t  t o x i c  t o  t h e  o r g a n i s m i n c i d e n t �! m e t a b -
o l i s m  w i ll c o n t i n u e . 
PRINC IPAL METABOLIC SYSTEMS OF MIC ROORGANISMS 
T h e r e  a r e t h r e e  p r i n c i ple m e t a b ol i c s y s t e m s  u s e d  b y  
m i c r o o r g a n i s m s i n  t h e  m e t a b ol i s m  o f  p e s t i c i d e s . T h e s e  a r e 
o x i d a t ' i v e  s y s t e m s , r e d u c t i v e  s y s t e m s , a n d h y d r o ly t i c  
p r o c e s s e s ( 8 , 4 8 ) .  
OXIDATIVE SYSTEMS: O x i d a t i v e  r e a c t i o n s  a r e t h e  
- mo s t n u m e r o u s . T h e y  m a y  c o n s i s t o f  o n e o r  a c o m b i n a t i o n o f  
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t h e  f o llo w i n g re a c t i o n s  o n  t h e  p e s t i c i d e  m o l � c ul e : h y d r o x­
y la t i o n s  o f  a r om a t i c  o r  al i p h a t i c c omp o n e n t s , N - d e a l ky l­
a t i o n , b e t a - o x i d a t i o n , d e c a r b o x yla t i o n , e t h e r  c l e a v a g e ,  
e p o x i d a t i o n ,  o x i d a t i v e  c o u pl i n g , a r o m a t i c  r i n g c le a v a g e , 
h e t e r o c y c l i c r i n g c le a v a g e  o r  s ul f o x i d a t i o n  ( 8 ,  4 8 ) .  
REDUCTIVE SYSTEMS: R e d u c t i v e  s y s t e m s  a r e  n o t  
w i d e ly r e p o r t e d  f o r p e s t i c i d e  m e t a b o l i s m .  A s  p e s t i c i d e  
d e g r a d � t i o n  s t u d i e s  c o n t i n u e  i t  i s  c e r t a i n  t h a t  m o r e  r e d u c -
t i v e  s y s t e m s  ·w i ll b e  d i s c o v e r e d . T h e m o s t c o mm o n  t y p e  o f  
r e d u c t i v e  s y s t e m t h a t  o c c u r s  i s  d e h alo g e n a t i o n  ( 4 8 ) .  O t h e r  
c o mm o n  r e d u c t i v e r e a c t i o n s  a r e t r a n s f o r m a t i o n o f  a n i t r o  t o  
a n  a m i n o  g r o u p , r e d u c t i o n o f  s u l f o x i d e  t o  s u l f i d e , a n d t h e 
r�d u c t i o n o f  m e t als  ( 8 ) .  
HYDROLYTIC SYSTEMS: H y d r oly t i c  r e a c t i o n s  a r e 
c l e a v a g e  o f  t h e  p e s t i c i d e  m o l e c u l e  w i t h · t h e  c o n c o m i t a n t  
c le a v a g e  o f  w a t e r . E n z ym e s a r e c o mm o n l y  i n v olv e d ,  b u t  t h e  
r e a c t i o n  c a n  a l s o  b e  r e a d i ly c a u s e d  b y  a b i o t i c  f a c t o r s  s u c h  
a s  p H , m o i s t u r e · a n d h e a t  ( 8 ) .  T h e  c-a u s e  o f  t h e  r e a c t i o n i s  
s o m e t i m e s d i f f i c u l t  t o  d e t e rm i n e . T o  p r o v e  t h i s  p r o c e s s  a s  
a b i o t i c  r e a c t i o n  a n d n o t  a s e c o n d a r y a b i o t i c  r e a c t i o n  r e ­
q u i r e s  t h a t  t h e  r e s p o n s i b le e n z y m e  b e  i s ola t e d a n d , s u b s e ­
q u e n t ly , i n  v i t r o  d e g r a d a t i o n  w i t h t h e  p e s t i c i d e  a s  t h e  
s u b s t r a t e ,  · d e m o n s t r a t e d ( 8 ) .  
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CATABOLIC METABOLISM 
PESTICIDES SERVING AS A SOURCE OF CARBON AN� 
ENERGY: P e n t a c hl o r o p h e n ol ( P C P ) i s  a w i d e - s p e c t r um h e r b i -
c i d e  a n d a n  i n s e c t i c i d e  c o mm o nly u s e d f o r  t e r m i t e  c o n t r ol 
( 7 4 ) • I t  i s  als o u s e d e x t e n s i v ely a s  a w o o d  p r e s e r v a t i v e  
i n  t h e  lu m b e r  i n d u s t r y ( 6 9 ) . S t a nla k e  a n d F i n n  o b t a i n e d  
s e v e r al b a c t e r i al i s o la t e s a b l e  t o  u s e P C P  a s  a c a r b o n  a n d 
e n e r g y  s o u r c e  ( 6 9 ) .  S e v e r al o f  t h e s e  o r g a n i s m s r e s e m ble d 
m e m b e r s o f  t he g �n u s A r t h r o b a c t e r . G r o w t h  w a s s u s t a i n e d  i n  
a c h e m i c ally d e f i n e d  m e d i u m  � i t h  p u r e  P C P  s e r v i n g  a s  t h e  
o nly s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d e n e r g y . G r o w t h  a t  s t e a d y  s t a t e  
i n  a c h e m o s t a t s h o w e d  t h a t  9 7 % o f  t h e  P C P  d i s a p p e a r e d ; C l  
w a s  r e le a s e d  q u a n t i t a t i v e ly . 
/ 
A s t r a i n  d e s i g n a t e d a s  N C  h a d  
a g r o w t h  r a t e  o f  0 . 0 5 t o  0 . 1 h r - 1 , d e p e n d i n g  o n  t h e  i n i t i al 
c o n c e n t r a t i o n o f  P C P . A s  P C P  w a s  u t i l i z e d , t h e  p H  d e -
c r e a s e d . Wh e n  t h e  p H  d r o p p e d  t o  6 . 1 5 P C P  b e c a m e  t o x i c  a n d 
g r o w t h  o f  N C  c e a s e d . I n c r e a s i n g t h e  p H  t o  7 . 1 re s ul t e d  i n  
g r o w t h  a n d  s u b s e q u e n t d e g r a d a t i o n  o f _ P C P .  F u r t h e r  i n v e s t i -
g a t i o n r e v e ale d t h a t g r o w t h o f  N C  w a s i nh i b i t e d a t  c o n c e n-
t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  t w o  �g / ml P C P  i n  i t s  u n d i s s o c i a t e d 
f o r m ,  w h i le n o  i nh i b i t i o n o c c u r r e d  w i t h P C P  a s  a s o d i u m 
s al t  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  20 0 p g / ml .  
A n  u n i d e n t i f i e d b a c t e r i um w a s  i s ola t e d b y  T e w f i k 
a n d H a m d i t h a t  d e c o m p o s e d S e v i n i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n  
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a d d i t ion a l  c a r b on a n d  e n e r g y  s o u r c e  ( 7 0 ) . G r o w t h  e x p e r -
ime n t s  i n  a c h e m i c a l ly d e f i n e d  me d i um c o n t a i n i n g 3 50 u g / ml 
S e v i n  a s  t h e  o nly s ou r c e  o f  c a r b o n  a n d e n e r g y . T h e  d e g r a -
d a t i o n  o f  S e v i n w a s  i n flu e n c e d b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a n i t r o -
g e n  s o u r c e . W h e n  t h i s  m e d i um w a s  s u p pl e me n t e d  w i t h 
ammo n i um s ul f a t e ,  c omp l e t e  d e g r a d a t i o n  o f  S e v i n  r e q u i r e d  2 1  
d a y s . I f  t h e  n i t ro g e n  s o u r c e  w a s  o m i t t e d f r o m t h e m e d i um , 
S e v i n  w a s c omple t e l y  d e g r a d e d  w i t h i n f i v e  d a y s . 
2 , 4 - d i c hlo r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d  ( 2 , 4- D )  i s  a w i d e ly 
u s e d h e r b i c i d e  t h a t  i s  e a s ily d e g r a d e d  b y  a w i d e  v a r i e t y  o f  
s o il m i c r o o�g a n i s m s ( 2 7 , 36 , 58 ) .  T h e  � e t a b ol i c p a t h w ay 
a n d �o r r e s p o n d i n g e n z yme s f o r  2 , 4 - D  d e g r a d a t i o n  h a v e · b e e n  
s t u d i e d  a n d  k n o w n f o r  s o m e  t i m e  f o r  a n  A r t h r o b a c t e r  s p e c i e s  
,.} 
( 2 7 , 6 5 ) . P emb e r t o n e t  al . a n d S ha r p e e  e t  al . h a v e  r e -
p o r t e d s e v e r al P s e u d o m o n a s ba c t e r i al i s o l a t e s  c a p a b le o f  
u s i n g  2 , 4 -D f o r  t h e i r  s o l e  c a r b o n  a n d  e n e r g y  s o u r c e  ( 58 ,  
5 9 , 6 5 ) . 
A n  h e r b i c i d e  s i m i la r  t o  2 , 4 -D ,  b u t  c o n s i d e r e d  mu c h  
m o r e  p e r s i s t e n t i s  2 , 4 , 5- t r i c hlo r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d 
( 2 , 4 , 5- T ) . T h i s  h e r b i c i d e  i s  s l o wly i n c i d e n t ally m e t a b -
ol i z e d ·, a n d n o  m i c r o o r g a n i s m p r i o r t o  1 9 8 1  h a d b e e n  
d e s c r i b e d  c a p a b l e  o f  u s i ng i t  a s  i t s  s ole s o u r c e  o f  c a r b o n  
a n d  e n e r g y  ( 2 7 , 3 7 ) .  U s i n g a pla s m i d - a s s i s t e d m ole c ula r 
b r e e d i n g  t e c h n i q u e  d e v e lo p e d  b y  K � l l o g g  e t  al� ( 3 7 ) , 
K ilb a n e  e t  al . i s ola t e d a s t r a i n o f  P s e u d o m o n a s c e p a c i a 
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t h a t  w a s  a b le t o  u s e · 2 , 4 , 5 - T  f o r  i t s  s ole c a r b o n  a n d  e n e r g y 
s o u r c e ( 3 9 ) .  W i t h  2 , 4 , 5 - T  a t  a c o n c e n t r a t i o n s  o f  2 m g / ml 
P .  c ep a c i a  r el e a s e d  1 0 0 %  o f  t h e  c h l o r i n e  a s  C l- f r om 
2 , 4 , 5 - T ,  a n d  9 7 %  o r  m o r e  o f  t h e  2 , 4 , 5 - T p h y s i c ally d i s a p -
p e a  r e d . 2 , 4 , 5 - T b e c a m e  t o x i c  a t  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r 
t h a n  3 m g / ml ( 3 9 ) .  
Th e t e c h n i q u e u s e d  b y  K ilb a n e  e t  al . i n  i s o la t i n g  
t h i s  p s e u d o m o n a d  i s  b a s e d o n  t h e  a s s um p t i o n  t h a t  d e g r a ­
d a t i v e  g e n e s f o r  x e n o b i o t i c  c o m p o u n d s e v olv e b y  r e c ru i t m e n t  
o f  v a r i o u s ·  g e n e s  f r o m d e g r a d a t i v e  pla s m i d s  ( 3 7 ) .  I n  o r d e r  
fo r ·m e t a b o l i c p a t h w a y s t o  e v olv e  i n  t h i s  w a y , t h e  m i c r o ­
o r g a n s i m s  n e e d  t o  b e  s t r e s s e d w i t h t h e  o r g a n i c  c om p o u n d  i n  
q G e s t i o n  ( 1 3 ,  3 7 ) .  O f t e n o r g a n i c  p ollu t a n t s o c c u r  i n  t h e 
e n v i r o n m e n t  a t  a v e r y  lo w c o n c e n t r a t i o n a n d p r e v e n t s  m e t a ­
b o l i c p a t h w a y s f r o m d e v elo p i n g ( 3 7 ) , o r  m e t a b o l i c e n z y m e s 
t h a t  e x i s t . f o r  t h e s e  p a t h w a y s a r e n o t  i n d u c e d  d u e  t o  t h e i r  
low c o n c e n t r a t i o n  ( 1 3 ) .  �o o v e r c o m e  t h i s , K e ll o g g  e t  al . 
i n o c ul a t e d a c h e mo s t a t  w i t h m i c r o o r g a n i s m s  o b t a i n e d  fr om 
v a r i o u s  w a s t e - d u m p i n g  s i t e s , i n  a d d i t i o n t o  m i c r o o r g a n i s m s  
t h a t  h ar b o r e d  p r e v i o u s ly c h a r a c t e r i ze d d e g r a d a t i v e  pla s m i d s  
( 3 7 ) • Th e p la s m i d - c o n t ain i n g m i c r o o r g a n i s m s  s u p pl i � d 
r e q u i s i t e  g e n e s  f o r  t h e  n a t u r al d e v elo p m e n t  o f  a d e g r a ­
d a t i v e  p a t h w a y  fo r 2 , 4 , 5 - T , w h i c h a t  t h i s  t im e  w a s n o t  
� . 
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k n o w n  t o  b e  u s e d  a s  a c a r b o n  a n d e n e r g y  s o u r c e  b y  a n y m -i c r o -
o r g a n s i m s . I n i t i ally , t h e  c h e m o s t a t  c o n t a i n e d  p la s m i d · s u b -
s t r a t e s  a t  a h i g h e r . c o n c e n t r a t i o n t h a n  2 , 4 , 5 - T . O v e r t i m e  
t h e 2 , 4 , 5 - T  c o n  c e n t r a  t i o.n w a s  i n c r e a s e d w h  i 1 e d e c  r e a  s i n  g 
t h e  pla s m i d  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n . A f t e r  t e n  m o n t h s  a 
s t r a i n  o f  P .  c ep a c i a  w a s i s ola t e d t h a t  w a s  c a p a b le o f  u s i n g  
2 , 4 , 5 - T f o r  i t s  s ol e  c a r b o n  a n d e n e r g y  s o u r c e  ( 3 9 ) .  
PESTIC IDES AS A NITROGEN OR PHOSPHORUS SOURC E: 
V a r i o u s  p e s t i c i d e s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  a s  r e c alc i t r a n t  a n d , 
a s  s u c h , a r e not s u s c e p t i b l� t o  m i c r o b i al a t t a c k b y  p u r e  
c ul t u r e s  o f  � i c r o o r g a n i s m s . Va r i o u s  l a b o r a t o r i e s  h a v e  
r e p o r t e d t h a t  t h e y  w e r e  n o t a b le t o  i s o la t e  c ul t u r e s  t h a t  
w e r e  a b l e  t o  d e g r a d e  t h e  p e s t i c i d e  i n  q u e s t i o n . T h e d a t a 
h a v e  b e e n  c o n f u s i n g  a n d v a r i a b l e  ( 1 8 ) .  F o r  i n s t a n c e , s ome 
i n v e s t i g a t o r s h a v e  d e s c r i b e d  s y mm e t r i c a l  t r i a z i n e s  
c � - t r i a z i n e s ) a s  r e c a l c i t r a n t ; o t h e r s s u g g e s t t h a t  t h e s e  
p e s t i c i d e s  · a r e r e a d i ly d e g r a d a b l e ; a n d o t h e r r e s e a r c h e r s  
a b s t a i n  f r o m c o mm e n t i n g  o n  a n y s - t r i a z i n e d e g r a d a t i o n 
p o t e n t i a l ( 1 8 ) .  
Co o k  a n d H u t t e r  e m p h a s i z e d t h a t  p r i m a r y e n r i c h m e n t s  
a r e  a n e c e s s a r y  p r e r e q u i s i t e  f o r  i s ola t i o n o f  o r g a n i s m s 
a b le t o  m e d i a t e  e i t h e r  s �t r i a z i n e  o r
. 
o t h e r  r e c a lc i t r a n t  
p e s t i c i d e s  ( 1 7 ) . W h e r e o t h e r s h a v e  f a ile d i n  i s ola t i n g  
m i c r o b i al p o p ul a t i o n s  a b le t o  d e g r a d e  s - t r i a z i n e s , C o o k  a n d · 
H u t t e r  h a v e  s u c c e e d e d  b y  u s i n g t h e  s - t r i az i n e s a s  t h e  s o le 
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n i t r o g e n  s o u r c e . C o o k a n d  H u t t e r  i�ola t e d v a r i o u s  s t r a i n s  
of P s e u d o mon a s  a n d  Kle b s i ella pn e u mon i a e  t h a t  w e r e a b le t o  
u t il i z e  v a r i o u s  s - t r i az i n e s for a n i t r o g e n  s o u r c e . T h e  
g r o w t h y i eld s , m e a s u r e d  a s  p r o t e i n ,  w e r e  s im il a r t o  y i eld s 
o b t a i n e d  w h e n  a mm o n i um i o n  s e r v e d  a s  t h e  n i t r o g e n  s o u r c e . 
C o o k a n d H u t t e r  r e p o r t e d  t h a t  a r o m a t i c  r i n g  c a r b o n w a s  
r e le a s e d a s  co 2 , s i g n ify i n g t h a t  t h e  p e s t i c i d e  w a s d e g r a -
d a t i v ely m e t a b ol i ze d . T h e p e s t i c i d e  w a s c o n s i d e r e d  c a t a -
b o l i c ally m e t a b ol i z e d s i n c e  g r o w t h  i s  n o t  p o s s i b le i n  t h e  
p e s t i c i d e ' s  a b s e n c e  u n d e r  c e r t a i n  c o n d i t i o n s  ( e . g . , w h e n  
n i t r o g e n  i s  �o t a v a i l a b le f r o m a n y s o u r c e  o t h e r  t h a n  t h e  
p e s t i c i d e ) . A n  a d d i t i o n al c a r b o n  s o u r c e  i s  n e c e s s a r y w h e n  
a p e s t i c i d e  p r o v i d e s 
·
p h o s p h o r u s  o r  n i t r o g e n . 
C a mp a c c i  e t  al . f o u n d  s im ila r r e s ul t s u s i n g  
a m i t r ole a s  t h e  n i t r o g e n  s o u r c e  ( 1 4 ) � U s i n g  e n r i c h m e n t  
t e c h n i q u e s , t e n  i s ol a t e s  w e r e  o b t ain e d . G r o w t h  o f  t h e s e  
i s ola t e s  i n· a m e d i u m t h a t  c o n t a i n e d  a m i t r ole a s  t h e o nly 
s o u r c e  of n i t r o g e n  w a s  p r o p o r t ion al t o  t h e  con c e n t r a t i o n o f  
a m i t r ole p r e s e n t . D e g r a d a t i o n  of a m i t r ole was n o n e x i s t e n t  
wh e n  t h e  g r o w t h m e d i u m c o n t a i n e d  o t h e r  a v a i l a b le f o r m s  o f  
n i t r o g e n ( a mm o n i u m s ulfa t e , p e p t o n e , y e a s t e x t r a c t ) . T h e s e  
s o u r c e s  of n i t r o g e n  a p p are n t ly a r e m o r e  r e a d i ly u t i l i ze d b y  
t h e s e  i s ola t e s  t h a n  t h e  n i t r o g e n  a v a ila ble f r o m  am i t r ole . 
T o  c o n t i nu e  t h e  s y n t h e s i s  o f  am i t r ole d e g r a d i n g  e nz y m e s 
w o uld b e  u n n e c e s s a r y a n d w a s t e f ul f o r  t h e s e  m i c r o o r g a n i s m s , 
t h e r e f o r e e nz y m e  p r o d u c t i o n  f o r  a m i t r ole d e g r a d a t i o n i s  
"s h u t  d o wn" . C a m p a c c i  e t  al . r e p o r t e d  t h a t  a m i t r ol e  w a s  
n o t c a p a b le o f  s i mult a n e o u s ly p r o v i d i n g  t h e  c a r b o n a n d  
e n e r g y  a s  w ell a s  n i t r o g e n t o  t h e  o r g a n i s m s (14). 
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T e w f i k a n d H am d i r e p o r t e d  t h a t  t h e d e g r a d a t i o n o f  
S e v i n b y  a n  u n i d e n t i f i e d  b a c t e r i u m  w a s i n flu e n c e d  b y  t h e 
p r e s e n c e  o f  a n i t r o g e n  s o u r c e  ( 7 0 ) .  Wh e n  a m m o n i u m  s �l f a t e  
w a s p r e s e n t  i n  t h e  g r o w t h  m e d i um S e v i n  d e g r a d a t i o n  w a s  
i nh i b i t e d . 
S e v e r al b a c t e r i a  d e s c r i b e d  a s  b e l o n g i n g  t o  t h e 
g e nu s  P s e u d o m o n a s  w e r e  c a p a b le o f  u t il i z i n g 
o r g a n o p h o s p h a t e s . a s  t h e  s ole p h o s p h o r u s  s o u r c e  ( 6 0 ) . U s i n g 
e n'r i c h m e n t  t e c h n i q u e s , t h e  fo llow i n g o r g a n o p h o s p h a t e s · w e r e  
a d d e d  t o  a d e f i n e d  m e d i u m i n  wh i c h t �e o r g a n o p h o s p h a t e  w a s  
t h e  o nly s o u r c e  of p h o s p h o r u s : N P D  ( a s p o n ) , Az o d r i n 
( m o n o c r o t o p�o s ) ,  D a s a n i t  ( f e n s ul f o t h i o n ) , d i a z i n o n  
( d i a n o n ) , m al a t h i o n , O r t h e n e ( a c e p h a t e ) , p a r a t h i o n ( e t h yl 
p a r a t h i o n ) , T r i t h i o n  ( c a r b o p h e n o t h i o n ) , d i m e t h o a t e ,  D y l o x 
( t r i c h l o r f o n ) ,  m e t h yl p a r a t h i o n ( p a r a t h i o n ,  m e t h y l ) , a n d 
Va p o n a· ( d i c hl o r v o s ) .  T h e  d e g r a d a t i v e  e n z y m e ( s )  r e s p o n s i b le 
h a d a b r o a d s p e c i f i c i t y  �s  e a c h  i s o l a t e  w a s  c a p a ble o f  
u s i n g a v ai i e t y o f  t h e  o r g a n o p h o s p h a t e s  f o r  i t s  ph o s p h o r u s  
s o u r c e .  
16 
PESTICIDES INCIDENTALLY METABOLIZED 
T h e p r e c e d i n g d i s c u s s i o n  f o c u s e d o n  c a t a b o l i c  
m e �a b o l i s m  o f  p e s t i c i d e s . Us i n g s ele c t i v e  d e f i n e d  c ult u r e  
m e d i a , g r o w t h  o f  i s ol a t e d m i c r o b i al p o p ula t i o n s  o c c u r r e d  
o nly i n  t h e p r e s e n c e  o f  t h e  p e s t i c i d e ; t h u s  t h e p e s t i c i de 
s e r v e d  a s  a l im i t i n g n u t r i e n t i n  s om e  a s p e c t , i . e . , c a r b o n , 
n i t r o g e n  o r  p h o s p h o r u s  s o u r c e . Wh ile c a t ab o l i s m  i s  a n  
i m p o r t a n t  m e t a b ol i c a c t i v i t y  a n d  i mp o r t a n t  i n  s o lv i n g t ox i c 
w a s t e p r o b le m s , t h e  a b il i t y  o f  t h e m i c r o o r g a n i s m  t o  t r a n s -
f o r m  a p e s t i c i d e  w h ile g a i n i n g i t s  s u p p ·ly o f  c a r b o n  f r o m 
a n o t h e r  s o u r c e  s h o uld n o t b e  o v e rlo o k e d  a n d  m a y  b e  m o r e  
s i g n i f i c a�t i n  n a t u r e t h a n  c a t a b o l i c  p r o c e s s e s . T h e  
i m p o r t a n c e  o f  i n c i d e n t al m e t a b o l i s m  o f  p e s t i c i d e s  w i ll b e  
e m p h a s i ze d a n d t h e  i m p o r t a n t  r ole t h a t i t  c a n  p l a y w i ll b e  
a c o mp o n e n t  o f  a s u b s e q u e n t  s e c t i o n  � f  t h i s  t h e s i s . 
T h e  f ollo w i n g  r e a c t i o n t y p e s  a r e c o mmo n e x a m p le s 
a n d d o  n o t  ·p e r t a i n  s olely t o  i n c i d e n t al t r a n s f o r m a t i o n 
r e a c t i o n s ; i n d e e d m a n y  o f  t h e  f ollo w i n g r e a c t i o n  e x a mple s 
ma y o c c u r  w h e n  a p e s t i c i d e  i s  b e i n g u s e d  f o r  a c a r b o n  a n d 
e n e r g y  s o u r c e . 
A c omm o n  i n i t i al s t e p  i n  p e s t i c i d e  o x i d a t i o n i s  
h y d r o x yla t i o n o f  a n  alk y l s i d e  c h a i n  o r  a r oma t i c  r i n g  (8). 
T h i s  i n c r e a s e s  t h e  p o la r i t y  o f  t h e  .p e s t i c i d e  m o le c ul e  a n d 
r e s ul t s i n  g r e a t e r  w a t e r  s olu b il i t y  a n d , h e n c e , a c c e s s i -
b i l i t y  t o  m i c r o b i al a t t a c k  ( 4 0 ) .  
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K r a u s e e t  al. s t u d i e d t h e t r a n s f o rm a t i o n o f  m e t ol­
a c h l o r b y  a n  u n i d e n t i f i e d a � t i n o my c e t e  i s o l a t e d f r o m a s o i l 
w i t h a p r e v i o u s  h i s t o r y  o f  m e t ol a c hl o r u s e (40). E i g h t 
m e t a b o l i t e s w e r e  i d e n t i f i e d  b y  n u c le a r  m a g n e t i c r e s o n a n c e  
( N M R ) s p e c t r o s c o p y . T h e m e t a b ol i t e s  w e r e  p r o d u c e d  b y  t h e 
p a r e n t  c o m p o u n d  u n d e r g oin g b e n z yl i c h y d r o x yla t i o n s  a n d / o r 
d e m e t h yla t i o n o f  t h e  N - alk y l  s u b s t i t u e n t s . T h e a c t i n o m y ­
c e t e  w a s n o t  c a p a b le o f  u s i n g  m e t ola c hl o r a s  a c a r b o n  a n d  
e n e r g y  s o u r c e . H y d r o x yla t i o n o f  m e t ola c hl o r  i n c r e a s e d  t h e  
m e t a b o l i t e ' s  p o la r i t y  a s  d e t e rm i n e d  b y  h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d 
c h � o m a t o g r a p h y  ( H P L C ) r e t e n t i o n t i m e s . Th i s  r e s ult e d  i n  a 
p rbd u c t w i t h g r e a t e r  w a t e r  s o lu b ilit y a nd a v a i la b i l i t y  t o  
o t h e r s o il m i c r o o r g a n i s m s . K r a u s e  e t  al . s c r e e n e d  v a r i o u s  
s 6 i l s a m ple s f o r  i s ola t e s c a p a b le o f  d e g r a din g m e t ola c hlo r 
a n d c o n c lu d e d  t h a t  t h e a b il i t y  is n o.t w i d e s p r e a d  a m o n g  s o i l  
o r g a ni s m s . 
F o u r  m e t a b o l i t e s  w e r e  p r o d u c e d  d u r i n g t h e  i n c i d e n ­
d al m e t a b ol i c t r a n s f o r m a t i o n o f  ala c hlo r b y  t h e  f u n g u s 
C h a e t o m i u� glo b u s u m ( 7 1 ) .  T he N - alk y l  s u b s t i t u e n t g r o u p s  
w e r e  r e m o v e d  f r o m ala c hlo r .  C hlo r i d e  ion w a s r e le a s e d i n  
t h e  t r an s f o rm a t io n  o f  ala c hlo r ,  b u t  i t  w a s  n o t d e t e r min e d  
i f  t h i s  w a s a d e h alo g e n at i o n  r e a c t io n  o r . i f  C l- w a s  
r ele a s e d  a� i o t i c ally a f t e r  d e alk yla t i o n o f  t h e  N - s u b s t i -
t u e n t  s id e  c h a i n . 
r e p o r t e d . 
N o  h y d r o x y la t e d  m e t a b o l i t e s  w e r e  
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S m i t h  a n d  P h i l l i p s  r e por t e d t h a t  al a c h l o r w a s 
i n c i d e n t al l y  m e t a bol i z e d b y  R h izo c t on i a  s ol a n i  ( 68 ) .  
Ala c hlor d e g r a d a t i on w a s p r op o r t i o n al .t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n 
o f  s u c r o s e  p r e s e n t i n  t h e  g r ow t h  m e d i um .  
L i u  a n d B o l l a g  i s o l a t e d  a f u n g u s f r om s o i l  t r e a t e d 
w i t h t h e  c a r b am a t e  i n s e c t i c i d e , c a r b a r yl, t h a t  w a s c a pab l e 
o f  h y d roxy l a t i n g  t h e p a r e n t  comp o u n d  ( 4 5 ) .  T h r e e  m e t a b -
e l i t e s i d e n t i f i e d  h a d b e e n h y d r ox y l a t e d a t  t h e  N - m e t h y l  
s u b s t i t u e n t  g r o u p  o r  o n  t h e  a rom a t i c r i n g . Qu a n t i t i e s  o f  
t h e  m e t a b o l i t e s  p r od u c e d  w e r e  i n f l u e n c e d  b y  t h e g r o w i n g  
c o n d i t i o n s . 
S i m i l a r  m e t a b o l i t e s  t o  Liu ' s ( 4 5 )  w e r� fou n d  b y  
Bo l l a g  a n d  L i u  s t u d y i n g t h e  d e g r a d a t i on o f  c a r b a r y l b y  1 8  
s· o i 1 f u n g i ( 9 ) • A f t e r  f i v e  d a y s o f  i n c u b a t i o n  a n  u n i n -
o c u l a t e d  c o n t r ol h a d s ig ni fic a n t  l e ve l s o f  !- n a p h t h o l , a 
c h e m i c a l  h y d r o l y s i s  p r o d u c t . I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  f un gi 
p o s s e s s e d v a r y i n g l e v el s  o f  a b i l i t y  i n  t r a n s f o r m i n g t h i s  
- h y d r o l y s i s p r od u c t ,  a l t h ou g h  i t s  m e t a bo l i t e s  w e r e no t 
c h a r a c t e r i z e d . 
B o l l a g a n d L i u o b t a i n e d  t h r e e  f u n g a l  i s o l a t e s  b y  
·e n r i c h m e
-
n t  i n  a c u l t u r e  m e d i u m con t ·a i n i n g S e v i n , o f  w h i c h 
on e w a s F u s a r i u m  s o l a n i  (1 0 ) .  I t  w as s hown t h a t  a c h e m i c a l  
h y d ro l y s i s  r e a c t ion r e a di l y  o c c u r s  w i t h S e v i n  i n  a d e fin e d  
c u l t u r e  m e d i u m t o  f o r m  1 - n a p h t h o l .  E a c h  . o f  t h e  t h r e e is o-
l a t e s  w e r e  a b l e  t o  a c c e l e r a t e  t h e  h y d r o l y s i s  b u t  it w a s not 
d e t e r mi n e d  i f  t h i s  w a s  d u e  t o  b i o t i c  or a b i o t i c  f a c t or s · . 
F u s a r i um s o l a n i  a l s o r a p i d l y  t r a n s f o r m e d !- n a p h t h o l  w h e n  
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i n c l u d e d  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i um .  T h e  t wo 
·
r e m ai n i n g i s o l a t e s  
ei t h e r  a c c um u l a t e d  !- n a p h t ho l  or on l y  s l ow l y  t r a n s f or m e d  
i t . A comb i n a t ion o f  t h e  t h r e e  i s o l a t e s  w a s  a b l e  t o  d e -
g r a d e S e vi n  mo r e  r a p i d l y  a n d  e x t e n s �v e l y  t h a n  e i t h e r  o f  t h e  
t h r e e  i s o l a t e s  s e p a r a t e l y .  O n e  o f  t h e i s o l a t e s  c ou l d  t o l e r -
a t e  1 0 0  p p m o f  !� n a p h t h o l ,  a no t h e r  cou l d  no t t o l e r a t e  3 0  
p p m o r  g r e a t e r ,  a n d  t h e t h ir d or g a nis m cou l d  on l y  t o l e r a t e  
20 p p m or l e s s .  
B a u e r  e t  a l . is o l a t e d  a ys e u d omon a s  s p. b y  e n ric h -
m e n t  t h a t  w a s c a p a b l e  o f  in cid e n t a l l y me t a bo l iz i n g 2,4-D 
wh e n  c u l t u r e d  on s od i u m b e n z o a t e ( 6 ) . M e t a bo l i t e s t u die s 
d e mon s t r a t e d  t h a t  t h e  a c e t a t e  moie t y
. 
w a s c l e a v e d  o f f a n d  
t h a t  t h e  p - c h l orin e a t om w a s r e mov e d  f r om t h e a rom a t ic rin g 
o f  2,4-D. 
S e r d a r  e t  a l . i s o l a t e d  a n d  i d e n t i fi e d  a s t r ain o f  
P s e u d omon a s  d imin u t a  t h a t . w a s a b l e  t o  h y d ro l y z e  p a r a t hion 
i n cid e n t a l l y t o  p - ni t rop h e no l  a n d  d i e t h y l t h iop h o s p horic 
a c i d  ( 6 3 ) . P a r a t h ion or it s h y d ro l y s i s p r od u c t s  w e r e  no t 
u s e d  a s  c a r bon a n d e n e r gy s ou r c e s . 
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2,4-D PLASKIDS AND PERSISTENCE 
I t  i s  w ell k now n t h a t  t h e  d e g r a d a t iv e  p a t h w a y s  f o r  
m a n y  h y d r o c a r b o n s  a r e b o r n e  o n  pla s mid g e n e s . r a t h e r t h a n  
c h rom o s o m al DNA ( 8 ,  3 7 , 5 6 , 5 8 , 63 ) .  P e m b e r to n  e t  a l . 
w e r e  t h e f ir s t t o  r e p o r t  t h e  d i s c o v e r y  o f  p e s t i c id e d e g r a d -
i n g  pla s mid s ( 5 7 , 5 9 ) .  T h e y  i s ola t e d  a P s e u d o mon a s s t r a i n  
c a p a b le o f  u t i li z i n g 2,4-D a s  t h e s ole c a r b on a n d  e n e r g y  
s o u r c e . E a r l y a t t e m p t s  a t  i s ola t in g  b a c t e ri a  c a p a b le o f  
u s i n g 2,4-D a s  c a r bon a n d e n e r g y  s ou r c e  w e r e  d e s c ri b e d  a s  
u n s u c c e s s f ul d u e  t o  t h e i n s t a b i l i t y  o f  t h e  g e n e t i c t r ai t . 
T h e s t r ain i s o l a t e d  b y  P e mb e r t on w a s  s t a b l e  i n  u s i n g 2,�-0 
a s  i t s  c a r bon a n d e n e r g y s o u r c e , u n l e s s c ul t u r e d  i n  th e 
p r e s e n c e  o f  mi t o m y c i n C ,  a m u t a g e n  wh i c h i s  c ommonly u s e d 
� 
�o r c u rin g b a c t e r i a  o f  pla s mid s . H e  f o u n d  t h a t  2,4-D 
u t i l i z a t i o n  o nly o c c u r r e d  in t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p l a s mid . 
F i s h e r e t  a l . d e s i g n a t e d a pla s m i d  h e  i s o l a t e d  f r o m 
t h i s  b a c t e ri u m  a s  p J Pl a n d fou n d  t h a t  t h e  p l a s mid f a c il i -
t a t e d t h e u t i l i z a t io n  o f  2,4-D a s  a c a r bon a n d e n e r g y  
s o u r c e  ( 24). T h e  pla s mid w a s  d e t e rmi n e d t o  b e  a p p r o xi-
m a t ely 9 0  k i l o b a s e s  in le n g t h  a n d  c a r r i e d g e n e s  t h a t  
f a c il i t a t e  c on j u g a t i o n . N o  o t h e r t r a i t s  t y p i c al l y  a s s o c i-
a t e d wi t h  t h e p la s mid DNA ( e . g . , c a r b o h y d r a t e  u t ili z a t ion , 
h e a v y  m e t al r e s is t a n c e , ul t r a v i o l e t  l i g h t r e s i s t a n c e  o r  
a n t ibio t i c  r e s i s t a n c e )  w e r e b o r n e  b y  p J P l . · O n  f u r t h e r  
t a x o n o m i c  c h a r a c t e ri z a t i o n  t h e  g e n u s  d e s i g n a t i o n o f  t h e  
2 1  
b a c t e r i u m w a s  c h a n g e d t o  A l c a l i g e n e s f r om P s e u d omon a s .  
Th i s  i s o l a t e  w as a l s o  a b l e  t o  u t i l i ze  2 - m e t hy l - 4 - c h l o r o-
p he nox y a c e t ic a c i d  a s  i t s  s o l e  c a r bo n  a n d e n e r g y  s ou r c e  b u t  
no t t h e  p a r e n t  c om pou n d  p he nox y a c e t i c  a c i d . The p l a s m i d  
car r i e s  g e n e s  f o r t h e  f i r s t s t e p  in t h e u t i liza t io n  o f  
eit h e r  com p ou n d ,  con v e r t i n g t h e  p a r e n t  m o l e c u l e  t o  t h e  
c or r e s p on d i n g p h e no l . I n  t h e  a b s e n c e o f  t h e  p l a s m i d  t h i s  
d i d no t o c c u r . C on c e i v a b l y ,  t h e  p l a s m i d  cou l d  c a r r y  t h e  
g e n e s  f o r  fu s t t h e  f i r s t s t e p  o r  for t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  
e n t i r e  m o l e c u l e  ( 2 4 ) . 
T h e Ps e u d o m o n a s  s p . i s o l a t e d  b y  S e r d a r  e t  a l . c a p -
a b l e  o f  h y d r o l yzin g p a r a t h io n w a s  s hown t o  h a r bo r  a p l a s mid 
wh i c h  f a c i l i t a t e d  p a r a t hio n d e g r a d a t io n  (63). 
/ 
T h e r e w a s  a 
1 0 0 %  cor r e l a t io n b e t w e e n  p r e s e n c e  o f  t h e  p l a s m i d  a n d h y d ro-
l y s is o f  p a r a t h i o n  t o  p - n i t r o p h e n o l an d die t hy l t h i o -
p ho s p ho r ic a c i d . 
A P s e u d o mon a s  c e p a cia s t r ain is o l a t e d  w a s c a p a b l e 
o f  u s i n g  2 , 4 , 5 - T f o r t h e  s o l e  c a r bon a n d e n e r g y  s ou r c e  
( 3 9 ) • T his t r a i t  w a s  p r e s u m e d t o  b e  p l a s m i d  m e d i a t e d d u e  
t o  it s i n s t a b i l i t y . (39). 
P l a s m i d s c ou l d  r e p r e s e n t  a m e a n s  f o r  t r a n s f e r  o f  
p e s t i c i d e  d e g r a d a t i o n a b i l it y a m o n g  so i l  m i c r oor g a n i s m s . 
P e m b e r t on e t  a l . r e por t e d how mic r oor g a ni s m s  m i g h t  e vo l v e  
n e w  d e g r a d a t i v e  p a t hw a y s for x e nob i o t i c c o m p ou n d s .  H e  is o - . 
la t e d a n  A l c a lig e n e s e u t r op h u s  s t r ain t h a t  w a s c a p ab l e o f  
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u t i l i z i n g  2 , 4 - D, b u t  no t p h e nox y a c e t i c  a c i d  ( P A A ) f o r  i t s  
s o l e c a r b o n  a n d e n e r gy s ou r c e  ( 5 8 ) . M u t a n t s  o f  t h i s  o r g a n -
i s m w e r e  i s o l a t e d  t ha t w e r e  c a p a b l e  o f  g r ow t h o n  P AA a t  a 
m u t a t ion f r e q u e n cy o f  10-6, wh i l e  r e t a i n i n g  t h e 2 , 4 - D  
d e g r a d a t ion p h e no t yp e ,  i n dic a t i n g s pon t a n e o u s  m u t a t i on o f  a 
s i n g l e  g e n e . P e m b e r t on e t  a l . c on c l u d e d  t h a t  t h e  2 , 4 -D 
g e n e w h i c h i s  c a r r i e d  on a p l a s mid i s  f i r s t d u p l i c a t e d a n d 
t h e n a m u t a t ion o c c u r s  in on e o f  t h e g e n e s e n a b l i n g  it t o  
b e com e  P A A+ . T he d u p l i c a t ion o f  on e g e n e ,  t h e n  m u t a t ion o f  
on e o f  t he d u p l i c a t e d g e n e s  g e n e r a t e s  m u t a n t s  wi t h  d u a l s u b -
s t r a t e  s p e c i � i cit y r a t h e r t h a n  s i n g l e  s u b s t r a t e  s p e c i ficit y 
wh i c h wou l d  b e  e x p e c t e d if  t h e r e  w a� on l y  o n e g e n e  p re s e n t 
( 5 8 ) . 
De g r a d a t i v e  p l a s m i d s  a p p e a r  t o  e v o l v e  b y  r e c r u i t -
me n t  o f  v a riou s g e n e s  f r om o t h e r  p l a s m i d s  ( 3 7 ) . P l a s m i d s  
a l s o m a y  r e p r e s e n t  a m e a n s  for nov e l d e g r a d a t iv e p a t h w a y s  
t o  d e v e lop f o r  x e nobio t i c  c om p ou n d s .  F or i n s t a n c e  2 , 4 , 5 -
t r i c h l o r op h e noxya c e t ic a cid ( 2 , 4 , 5 - T ) i s  a r e c a l c it r a n t  
m o l e c u l e  a n d i s  on l y  s l ow l y  t r a n s f o r m e d  b y  c o- oxid a t iv e 
m e c h a n i s m s . No k now n or g a nis m s  a r e  c a p a b l e  o f  u s in g 
_ 2 , 4 , 5 - T  for t h e  s o l e  c a r bon a n d  e n e r gy s o u r c e  ( 3 9 ) .  
K e l l og g  e t  a l . d e v e l op e d �� t e c h n i q u e  -c a l l e d p l a s mid -
a s s is t e d  mo l e c u l a r  b r e e din g t o  e nha n c e  b i od e g r a d a t i on o f  
t oxic compou n d s ( 3 7 ) .  T h is t e c h n i �u e w a s  bas e d  o n  t h e  
a s s u m p t ion t h a t  mi c robia l s y s t e m s  n e e d  t o  b e  s t r e s se d in 
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o r d e r  t o  d e v e l op e nzym e s ys t e m s  c a p a b l e  o f  d e g r a d i n g 
com p l e x  com pnu n d s ( 1 3 ,  3 7 ) .  M i c r oor g a n i s m s n o t  c a p a b l e  o f  
u s i n g 2 , 4 , 5 - T f o r  c a r bo n  a n d e n e r gy w e r e  g rown i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  2 , 4 , 5 - T . T h e s e  or g a n i s m s d i d h a v e  t h e d e g r a -
d a t i v e p a t h w ay s  t o  u t i l i z e  a n u mb e r  o f  hyd r o c a r b on s i n  
wh i c h t h e p a t h w ay w a s  c a r r i e d on p l a s m i d  g e n e s . A c h e mo-
s t a t w a s  i no c u l a t e d  w i t h m i c roor g a n i s m s ob t a i n e d  f r om v a r -
iou s t ox i c  w a s t e  d um p s . T h e  c h e mo s t a t  w a s s t a r t e d wi t h  a n  
i n i t i a l  con c e n t r a t i on o f  5 0  p g / m l  2 , 4 , 5 - T  a n d�p l a s m i d  s ub -
s t r a t e s  i n  o r d e r  f o r  g r ow t h  o f  t h e  or g a n i s m s t o  o c c u r . 
O v e r a p e r iqd o f  8 - 1 0  mon t h s  t h e  2 , 4 , 5 - T con c e n t r a t ion w a s  
i n c r e a s e d w h i l e  t h e p l a s m i d s u b s t r a t e s  w e r e  d e c r e a s ed .  A t  
t h e  e n d o f  1 0  mon t h � 2 , 4 , 5 - T  w a s  t h e s o l e  c a r b o n  a n d e n e r gy 
( 
. s ou r c e  s u s t a - i n i n g t h e  g row t h  o f  t h e  m i c r ob i a l  c omm u n i t y i n  
t h e  c h e mos t a t  ( 3 7 ) . T h i s  c u l t u r e con s i s t e d o f  3 - 4 d i f -
f e r e n t c o lony t yp e s . E v e n t u a l l y a p u r e  c u l t u r e  o f  
P s e u d omon a s  c e p a c i a  w a s i s o l a t e d  t h a t  w a s c a p a b l e  o f  
u t i l i z i n g  2 , 4 , 5 - T  a s  t h e  s o l e  c a r bon a n d e n e r g y s ou r c e 
( 3 9 ) .  
SIGNIFIC ANC E OF MIC ROBIAL C OMMUNITIES 
T yp i c a l l y m i c rob io l og i s t s  i n i t i a t e  d e g r a d a t i on 
s t u d i e s  i n t e n d i n g  t o  i s o l a t e p u r e  c u l t u r e s o f  m i c r o-
or g a n i s m s c a p a b l e  o f  u s i n g a p e s t i c i d e  a s  t h e  s o l e c a r b on 
a n d e n e r g y  s ou r c e  ( 6 7 ) � R e s e a r c h e r s common l y  i n i t i a t e  s u c h  
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e x p e r i m e n t s b y  e n r i c h i n g  t h e  s am p l e  w i t h t h e  p e s t i c i d e  �o 
i n c r e a s e  t h e  n u m b e r s o f  o r g a n i s m s  a b l e  t o  c a t a bo l i c a l l y 
m e t a b o l i z e  i t . T h i s  i s  t h e n  f o l l o w e d b y  a t t e m p t i n g t o  
i s o l a t e p u r e  c u l t u r e s o f  t h e  o r g a n i s m  b y  p h y s i c a l l y  s e p a -
r a t i n g t h em . T h i s  i s  c o mm o n l y  d o n e  b y  p l a t i n g  t h e  s a m p l e  
o n  a n  a g a r  c u l t u r e  m e d i u m c o n t a i n i n g t h e  p e s t i c i d e  a s  t h e 
s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d e n e r g y . 
T h e s o i l  e nv i r o n m e n t  i s  c o m p o s e d o f  m a n y  d i f fe r e n t  
t y p e s  o f  m i c r o o r g a n i s m s . I t  i s  s a f e t o  a s s u m e  t h a t  i n  t h e  
m a n y d i f f e r e n t  p o s s i b l e t y p e s  o f  m i c r o e nv i r o nm e n t s  p r e s e n t,  
d i f f e r e n t  r e � a t i o n s h i p s  w o u l d  d e v e l o p a n d e x i s t b e t w e e n  
d i f f e r e n t  m i c r o o r g a n i s m s ( 6 7 ) . M i c r o o r g a n i s m s  t h a t  u t i l i z e  
p e s t i c i d e s  f o r  c a r b ori a n d e n e r g y  a s  p u r e  c u l t u r � s  i n  t h e  
( 
l a b o r a t o r y  m a y  n o t  r e s p o n d  t h e  s a m e  w a y  i n  s o i l . A s  S l a t e r  
a n d L o v a t t  h a v e  s t a t e d " . . .  t h e  t i me . h a s  n o w a r r i v e d  wh e n  
b i o c h e m i s t s  o u g h t t o  g i v e  s e r i o u s  t h o u g h t t o  f u n d aree n t a l  
m i c r o b i o l o g i c a l  p r i n c i p l e s  wh i c h c o u l d h a v e  i m p o r t a n t  r e p e r -
c u s s i o n s  f o r  o u r  u n d e r s t a n d i n g o f  b i o d e g r a d a t i o n  
p r i n c �p l e s "  ( 6 7 ) . 
A s  w a s j u s t  s t a t e d ,  m o s t d e g r a d a t i o n  s t u d i e s  a r e 
i n i t i a t e d i g n o r i n g t h e  f a c t t h a t  t h e  s o i l  s u p p o r t s  t h e  
g r ow t h  o f  m a n y  d i f f e ren t ·.m i c r o o r g a n i sm s w h i c h  h a v e  m a n y 
d i f f e r e n t  m e t a b o l i c  c a p a b i l i t i e s . I t  i s  p o s s i b l e t o  i s o -
l a t e  s t a b l e  a s s o c i a t i o n s  o f  m i c r o otg a n i s m s  i f  t h e  p r o p e r 
i s o l a t i o n t e c h n i q u e s  a r e u s e d ( 6 7 ) . 
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T h e  f o l l o w i n g s e v e n  d i f f e r e n t  m i c r o b i a l  c o m mu n i t i e s  
h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  a n d  a r e  d i s c u s s e d i n  d e p t h b y  Sla t e r  
a n d L o v a t t ( 67 ) .  
1 .  I n t e r a c t i o n s  b a s e d  o n  the  p r o v i s i o n o f  
s p e c i f i c  n u t r i e n t s .  
2. I n t e r a c t i o n s  b a s e d o n  t h e  r e m o v a l  o f  
g r o w t h- i nh i b i t o r s . 
3 .  I n t e r a c t i o n s  b a s e d o n  t h e  m o d i f i c a t i o n  � f  
i n d i v i d u a l  o r g a nis m b a s i c  g r o w t h  p a r a m e t e r s . 
4 .  I n t e r a c t i o n s  b a s e d  o n  c o m b i n e d ( c o n c e r t e d )  
m e t a b o l i c  a t t a c k .  
5 .  I n t e r a c t i o n s  b a s e d  o n  c o m e t a b o l i s m . 
6 .  I n t e r ac t i o n s  b a s e d o n  h y d r o g e n ( o r e l e c t r o n )  
t r a n s f e r . 
7 .  I n t e r a c t i o n s  b a s e d o n  t h e pr e s e n c e o f  m o r e  
t h a n  o n e  pr i ma r y  s u b s t r a t e  u t i l i z e r . 
M i c r o b i a l  c o mmu n i t i e s  b a s e d o n  i n t e r a c t i ori s  4 )  a n d  
5 ) , a b o v e , c o ul d  ha v e  t he mo s t  s i g n i f i c a n t  i m p a c t f o r  m i c r o ­
b i o l o g i s t s  w o r k i n g o n  p e s t i c i d e  d e g r a d a t i o n . · W h i l e  t h e  
r e m a i n i n g c o mmu n i t i e s  a r e  i m p o r t a n t , t he y r e v olv e a r o u n d 
t h e  c o nce p t  o f  a m e m b e r  pr o v i d i n g a n o t h e r  m e m b e r t h a t p o s ­
s e s s e s  t he m e t a b o l i c c a p �b i l i t y  b u t  i s  u n a b l e  t o  g r ow ,  w i t h 
a s e l e c t i v e · a d v a n t a g e  f o r  g r o w t h . 
T h e  f ol l o w i n g e x a m p l e  o f  ati i n t e r a c t i o n  b a s e d  o n  
t h e  p r o v i s i o n  o f  s p e� i f i c  n u t r i e n t s w i l l  i l l u s t r a t e t h e s e  
2 6  
pr i n c i p l e s . A m i c robia l com mu n i t y  c a p a bl e  o f  d e g r a d i n g 
t r i ch l or oa c e t i c a c i d  ( T C A ) con s i s t e d  o f  a n  u n i d e n t i f i e d 
b a c t e r i u m a n d a S t r e p t omyc e s  s p . ( 6 7 ) .  Th e b a c t e riu m w a s 
t h e  p r i m a r y  u s e r  o f  T C A , u s in g i t  f o r  a c a r bo n  a n d  e n e r g y  
s ou r c e , b u t  w a s  n o t c a p a b l e  o f  g r o w i n g  i n  t h e  a b s e n c e  o f  
t h e  S t r e p t omy c e s  s p e c i e s . I t  w a s  fou n d  t h a t  t h e  s t r e p t o -
m y c e t e  p r ovid e d  v i t a m i n  B 1 2  f o r  t h e b a c t e r i um. I f  v i t a min 
B 1 2. w a s  _p r ovid e d  f o r  t h e  b a c t e rium f r o m a n  e x o g e nou s 
s o u r c e , t h e c omm u n i t y  dis s o l v e d . T h i s  com m u n i t y  doe s not 
d e p e n d on i n c r e a s in g t h e  m e t a b o lic v e r s a t i l it y of t h e  m i c ro-
o r g a nis m s  i nvo l v e d , w h i l e c o mmu n i t i e s  b a s e d  on in t e r a c t i o n s 
4 )  a n d 5 ) ,  a b ov e d o . 
T h e  on l y  r e q u i r e m e n t  f o r  a commu n i t y  b a s e d o n  in t e r -
a c t ion 4 )  � s  t h a t  t h e i n d i vid u a l  m e mb e r s  o f  t h e  c om m u nit y 
a r e not c a p a b l e  o f  to t a l l y min e r a l i z ing t h e p e s t i c id e , 
wh e r e a s  t h e  e n t i r e mi c robia l commu n i t y  work i n g  
s y n e r gi s t ic a l l y ,  i s . A s  e a r l y  a s  1 9 6 8 it  w a s  s h o w n t h a t  
t w o  o r  m o r e  b a c t e r i a l  is o l a t e s  m a y  b e  n e e d e d  t o  d e g r a d e  a 
p e s t i c i d e  mo l e c u l e . G u n n e r a nd Zu c k e rm a n d e s c r i b e d  t h e  
e f f e c t s  o f  c o n c e r t e d mic rob i a l  d e g r a d a t ion o f  d i a z i n o n ( 3 1 , 
" 6 7 ) .  T h e y  d e s c rib e d  a n  a s s o c i a t ion b e t w e e n  a � t r e p t omyc e s  
s p . a n d a n  A r t h r ob a c t e r  s p . t h a t  w a s a b l e  t o  m i n e r a l iz e d i a -
z i non t o  co 2 . E i t h e r o f  t h e  i s o l a t e s  b y  i t s e l f  w a s n o t  
a b l e  �o i n c o r p o r a t e  o r  c o n v e r t  rin g l a b e l e d 1 4 c- d i a z inon t o  
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co 2 , t og e t h e r  t h e d i a z i non w a s con v e r t e d  t o  co 2 a n d t wo 
u n i d e n t i f i e d m e t a bo l i t e s . 
MIC ROBIAL C OMMUNITIES BASED ON C O-METABOLISM 
U s u a l l y  b iod e g r a d a t i on i s  con s i d e r e d  from t h e  s t a n d -
p o i n t  o f  t h e  p e s t i c i d e  mo l e c u l e  s e r v i n g  a s  t h e c a r bon a n d 
e n e r g y  s ou r c e  f o r  a n  or g a n i s m .  T h e  p e s t i c i d e  m a y  b e  m i n e r -
a l i z e d  or a por t ion o f  t h e  p e s t i c i d e  mo l e c u l e  m a y  s e r v e  a s  
t h e  c a r bon a n d  e n e r g y  s ou r c e , ( e . g . , a n  a l k y l s i d e  c h a i n  on 
a rom a t i c  r i n g ) ( 4 8 ) . A s s u m i n g  t h i s , m a n y e x p e r i m e n t s  a r e  
no t d e s i g n e d  t o  e l u c i d a t e  t h e  n u m e rou s po t e n t i a l  t ra n s f o r -
m a t ion s a n d  po t e n t i a l  m i n e r a l i z a t ion s o f  t h e s e  c h e m i c � l s .  
F re q u e n t l y , m i c r oo r g a n i s m s a r e c a p a b l e  o f  t r a n s f orm i n g  p e s ­
r 
t i c i d e s  b u t  no t c a p a b l e  o f  g r ow t h  u s i n g  t h e p e s t i c i d e  a s  a 
s ou r c e  o f  c a r bon a n d e n e r g y  ( 8 ,  4 8 ) .  T h e r e f o r e , m a n y m i c r o-
or g a n i s m s a r e no t i s o l a t e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d  t h a t  are c a p a -
b l e  o f  t r a n s f o r m i n g p e s t i c i d e s . U n f or t u n a t e l y , t h e r e  i s  
not a n  e s t a b l i s h e d  p r o t o co l for i s o l a t i n g  a n d c h a r a c t e r -
i z i n g m i c r oo r g a n i s m s t h a t  a r e c a p a b l e  o f ·  t r ans f o r m i n g  p e s t i -
c i d e s  w i t hou t u s i n g  t h e m  for a c a r bon a n d e n e r g y  s ou r c e 
( 6 7 ) • i t i s  e v i d e n t  t h a t  i n c i d e n t a l  m e t a bo l i s m  �s  a m a j or . 
d e com po s i t i on p r o c e s s f o� p e s t i c i d e s  i n  s o i l ( 8 ,  4 8 , 6 7) . 
. Un f or t u n a t e l y , i t s  s i g n i f i c a n c e  h a s  b e e n  u n d e r e s t i m a t e d  d u e  
t o  t h e  d i f f i c u l t y i n v o l v e d  w i t h  t h e  i s o l a t ion a n d c h a r a c t e r -
i z a t ion o f  i n d i g e nou s m i c r oo r g a n i s m s . F o r  e x a m p l e , t h e re 
2 8  
a r e  d i f f i c ult i e s  i n  d e v i s i n g  s u i t a b le e n r i c hm e n t  p r o c e d u r e s 
f o r  t h e i s ol a t i o n  o f  r e s p o n s i b le m i c r o o r g a n i s m s  t h a t  t r a n s ­
f o r m b u t  d o  n o t u s e  t he c om p o u n d  o f  i n t e r e s t f o r  a c a r b o n  
a n d  e n e r g y  s o u r c e ( 8 ,  6 7 ) .  E n r i c hm e n t s  c a n n o t b e  a c h i e v e d  
o n  t h e b a s i s  o f  g r o w t h . I f  t h e  c o m p o u n d d o e s  n o t  a c t  a s  a 
nu t r i e n t , n o  s e l e c t i v e  a d v a n t a g e  i s  g a i n e d  b y  t h e 
m i c r o o r g a n i s m ( 8 , 6 7 ) .  
T h e p r e c e d i n g i n f o r m a t i o n  u n d e r l i n e s t h e b a s i c  
p r i n c i p l e s f o r  a c om mu n i t y b a s e d o n  c o m e t a b o l i s m .  T h is 
c o mmu n i t y  d e p e n d s  o n  a m i c r o Q r g a n i s m t h a t  h a s  t h e  c a p a ­
b i � it y o f  a l t e r i n g a s u b s t r a t e , e v e n  t h o u g h t h e  o r g a nis m 
g a i n s n o t h in g  b e n e f i c i a l . T h e n e w  c o m p o u n d f o r m e d  i s  
h i � h l y  l i k e l y  t o  b e  u s e d  a s  a s u b s t r a t e  f o r  g r o w t h  b y  o t h e r 
m i c r o o r g a n i s m s  ( 8 , 6 7 ) .  
P a r a t h i o n  d e g r a d a t i o n  i s  a n  e x a m p l e  o f  a n  i n s e c ­
t i c i d.e t h a t h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  b i o t i c a l l y d e g r a d e d  b y  a 
m i c r o b i a l  c o mmu n i t y  t h a t  i s  b a s e d o n  a c o m e t a b o l i c s t e p . 
I nit i a l l y t h i s  m i c r o b i a l  c ommu n i t y  w a s  is o l a t e d  i n  a c h e m o ­
s t a t  f r o m s a m p l e s  o f  s e w a g e  u s e d a s  i n o c ul u m  ( 5 4 ,  6 7 ) .  
G r o w t h w a s s u s t ain e d  i n i t i a l l y  b y  a d d i n g 0 . 1 % g l u c o s e t o  
t h e  b r o t h  w h i c h  c o n t a i n e d  p a r a t h i o n  a t  1 0  p g / m l . P a r a t h i o n 
w a s  in c r e a s e d t o  3 m g / m l  
.
o v e r a 3 0  d a y p e rio d w h i l e  g l u c o s e  
w a s d e c r e a s e d t o  z e r o . T h e  i nit i a l  c o mm u n i t y  c o n t a i n e d n i n e 
m i c r o o r g a n i s m s  ( o n e  G r a m ' s p o s it i v e  B r e v i b a c t e r i u m a n d  
eig h t G r a m s ' s  n e g a t i v e p s e u d o m o n a d s ) .  T h i s  w a s c o n s id e r e d  
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a n  u n s i m p l i f i e d  c om m u n i t y  b e c a u s e  t h e  c o mmu n i t y w a s  s u b s e -
q u e n t l y  c h a r a c t e r iz e d a s  h a v i n g  t h r e e  d i s t i n c t  m e m b e r s : 
P s e u d om o n a s a e r ug i n o s a , ! ·  s t u t ze r i , a n d  a n  u n i d e n t i f i e d  
c o r y n e f o r m b a c t e r i u m  ( 2 1 ,  6 7 ) .  P .  s t u t ze r i  c o n s t i t u t i v e l y  
p r o d u c e d  a h y d r o l a s e  e nzy m e  t h a t  d e g r a d e d  p a r a t h i o n p r o -
d u c i n g  p - n i t r o p h e n o l a n d  die t h y l t h io p h o s p h o r i c  a c i d . 
N e i t h e r  o f  t h e s e  t w o  p r o d u c t s  c o u l d  s u p p o r t  t h e  g r ow t h  o f  
P .  s t u t ze ri . P .  a e r u gin o s a w a s  c a p a b l e  o f  u t i l iz i n g  
p - ni t r o p h e n o l f o r  c a r b o n a n d  e n e r g y , b u t  n o t  p a r a t h i o n o r  
die t h y l t hi o p h o s p h o r i c  a cid . A c a r b o n  s o u r c e  mu s t  h a v e  b e e n  
a v a i l a b l e  f o r - P .  s t u t z e ri t o  u s e  whic h m a y  h a v e  b e e n  m a d e 
a v a i l a b l e  t h r o u g h c e l l  l y sis o r  f r o m  e x o g e n o u s l y - p r o d u c e d  
me t a b o l i t e s  o f  P .  a e r u gin o s a ( 67 ) .  ( 
N o  f u n c t io n  w a s  
d e s c rib e d  f o r  t h e c o r y n e f o r m  b a c t e r i um w hi c h  w a s  e limin a t e d 
in s u b s e q u e n t  s t u die s ( 6 7 ) .  
T h e  p r a c t ic a l  im p lic a t i o n  o f  t h e  p r e c e din g e x a m p l e s  
i s  t h a t m a n y  p e s t i cid e s  t h a t  a r e c o n s id e r e d  r e c a l c i t r a n t  
m a y  b e  p e r c eiv e d  s o  o n l y  b e c a u s e t h e  e x p e rim e n t a l  d e s ig n  
w a s  c o n f i n e d  t o  p u r e  c u l t u r e s  o f  o r g a n i s m s . I t  i s  o f t e n  
d e m o n s t r a t e d  t h a t a c o m p o u n d  is d e g r a d e d  m o r e  s l o w l y in t h e 
l a b o r a t o r y t h a n  i n  t h e  fie l d  wh e r e c o n c e r t e d  mic r o bi a l 
a t t a c k o c c u r s  ( 1 ,  8 ,  67 ) .  Da l a p o n is s u c h a n  e x a m p l e  ( 6 7 ) .  
A _ mic r o bia l c o mmu nit y d e g r a d e d Da l a p o n  2 0 %  f 4 s t e r  t h a n  t h e  
t o t a l  c o mbin e d  r a t e s  o f  t h e  in divid u a l  p o p u l a � io n s  m a kin g 
u p t h e  mi c r o bia l c o mmu nit y .  
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I t  m a y  b e  p o s s i b l e t o  f a b r i c a t e  m i c r o b i a l c o m m u ­
n i t i e s  t o  a c t i v e l y  d e g r a d e  r e c a l c i t r a n t  p e s t i c i d e s . I n  
e f f e c t , t h e g e n e p r o d u c t s  f r o m m a n y  d i f f e r e n t  m i c r o o r ­
g a n i s m s  a r e  p o o l e d  t o g e t h e r a n d a m e t a b o l i c  p a t h w a y  i s  
c o n s t r u c t e d t h a t  i s  c a p a b l e  o f  m i n e r a l i z i n g  t h e  p e s t i c i d e . 
S l a t e r  a n d L o v a t t  c o n s t r u c t e d a t w o - m e m b e r e d  m i c r o b i a l  c o m ­
m u n i t y  i n  t h e  l a b o r a t o r y  wh i c h w a s c a p a b l e  o f  u s i n g 1 - m o n o ­
c h l o r o a c e t i c  a c i d  ( M C A ) t h a t  w a s d e p e n d e n t  o n  a c o m e t a b o l i c 
s t e p  ( 6 7 ) . P s e u d o m o n a s  pu t i d a  P P 3  w a s  i s o l a t e d  f r o m a 
m i c. r o b i a l  c o m m u n i t y  g r o w i n g o n  t h e  h e r b i c i d e  D a l a p o n t h a t  
p r o d u c e d  a b r o a d  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  d e h a l o g e n a s e  e n z y m e  
T h i s  p s e u d o m o n a d  w a s c a p a b l e  o f  u s i n g 2 - m o n o c h l o r o -
p r o p i o n i c  a c i d  ( 2 M C P A ) f o r  i t s  c a r b o n  a n d e n e r g y  s o u r c e . 
T h e  d e h a l o g e n a s e  e n z y m e  t h a t  i t  p r o d u � e d  f o r  2 M C P A  u t i l i ­
z a t i o n  a l s o  d e h a l o g e n a t e d m o n o c h l o r o a c e t i c  a c i d  ( M C A ) , 
p r o d u c i n g g l y c o l a t e .  Wh e n  P .  pu t i d a  w a s g r o w n i n  a m i x t u r e  
o f  2 M C P A  a n d M C A , b o t h  s u b s t r a t e s  w e r e  d e h a l o g e n a t e d ,  b u t 
g l y c o l a t e  a c c u m u l a t e d . A s t a b l e  m i c r o b i a l  c o mm u n i t y  w a s  
c o n s t r u c t e d u s i n g a F l a v o b a c t e r i u m s p . t h a t  u s e d  t h e  g l y ­
. c o l a t e  p r o d u c e d , b u t  n o t  2 M C P A  o r  M C A  f o r  i t s  c a r b o n  a n d 
e n e r g y  s o u r c e . W h e t h e r  t h i s  a s s o c i a t i o n  e x i s t s  i n  t h e s o i l  
o r c a n  o p e r a t e i n  t h e  s o i l , i f  i n t r o d u c e d , i s  n o t k n o w n . 
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SOIL AND A P P LIED DEGRADATION STU DIES 
T h e  s t u d i e s  d e s c r i b e d  t h u s f a r  h a v e  b e e n  c o n d u c t e d 
w i t h p u r e  c u l t u r e s  i n  v i t r o . I f  a n  o r g a n i s m  i s  c a � a b l e  o f  
r a p i d l y  d e g r a d i n g a p e s t i c i d e  i n  v i t r o , t h e  q u e s t i o n  
a r i s e s : C a n  t h e  p u r e  c u l t u r e d e g r a d a t i o n p r o c e s s  o c c u r  i n  
a s o i l  m i l i e u w h e r e c o m p e t i t i o n a m o n g  n a t i v e  p o p u l a t i o n s  
o c c u r s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a l t e r n a t e  c a r b o n s o u r c e s ? T h e 
s o i l  s y s t e m i s  a mu c h  m o r e  c o mp l i c a t e d s y s t e m t h a n  wh a t  
o c c u r s  i n  b r o t h  s t u d i e s  w i t h p u r e  c u l t u r e · t e c h n i q u e s . 
A d d i t i o n a l l y ,  d e g r a d a t i o n  o f  p e s t i c i d e s  b y  c e l l - f r e e  
e x t r a c t s  c o u l �  p l a y  i m p o r t a n t  r o l e s  i n  d e t o x i f i c a t i o n o f  
p e s t i c i d e s  i n d u s t r i a l l y ( 3 ) .  A t h o r o u g h  r e v i e w o n  e n z y -
m o l o g y  o f  p e s t i c i d e s  i s  p r e s e n t e d  b y  M u n n e c k e  e t  a l . ( 5 0 ) . 
( 
K i l b a n e  e t  a l . i s o l a t e d  a b a c t e r i um i d e n t i f i e d a s  
P s e u d o m o n a s  �a c i a  t h a t  w a s  c a p a b l e  o f  u s i n g u p  t o  3 m g / m l  
2 , 4 , 5 - T  i n  b r o t h m e d i u m a s  s o l e c a r b o n  a n d  e n e r g y  s o u r c e 
( 3 9 ) . A t  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  3 m g / m l  n o  g r o w t h w a s 
o b s e r v e d . A t  t h e  e n d o f  t h e  6 t h d a y o f  i n c u b a t i o n , t h e r e  
w a s g r e a t e r  t h a n  9 7 %  l o s s o f  2 , 4 , 5 - T a n d e s s e n t i a l l y 1 0 0 %  
r e l e a s e  o f  C l  
Cb a t t e r j e e e t  a l . s h o w e d  t h a t  t h i s  � ·  c e p a c i a  i s  
c a p a b l e  o f  d e g r a d i n g 9 5 %  � f  2 , 4 , 5 �T a t  a c o n c e n t r a t i o n a s  
h i g h a s 1 m g / m l i n  t h e s o i l  w i t h i n  o n e  w e e k  ( 1 6 ) . T h i s  
b a c t e r i u m  w a s a b l e  t o  g r o w a n d mu l t i p l y i n  s o· i l  w i t h 
2 , 4 , 5 - T  s e r v i n g  a s  t h e s o l e c a r b o n  a n d e n e r g y s o u r c e . T h e  
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P .  c e p a c i a  t i t e r  i n c r e a s e d a s  2 , 4 , 5 - T  w a s  u t i l i z e d a n d 
d e c r e a s e d  a f t e r 2 , 4 , 5 - T w a s  u s e d u p . D e g r a d a t i o n  w a s 
c a r r i e d o u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  i n d i g e n o u s m i c r o o r g a n i s m s a t  
a c o n c e n t r a t i o n  o f  2 . 0  x 1 0 8 c e l l s / s  o f  s o i l . A d d i t i o n a l l y 
t h e  2 , 4 , 5 - T s e T v e d  a s  a c a r b o n  a n d  e n e r g y  s u p p l y  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  o t h e r  c a r b o n  s o u r c e s  t h a t  w o u l d  
n o r m a l l y b e  p r e s e n t i n  s o i l . 
F u r t h e r  s t u d i e s  b y  K i l b a n e  e t  a l . s h o w e d  t h a t  t h e  
b a c t e r i u m  w a s a b l e  t o  r e m o v e 9 0 %  o f  2 , 4 , 5 - T  i n  c o n t a m i n a t e d  
s o i l  t h a t  c o n t a i n e d  2 0 , 0 0 0 . p p m o f  p e s t i c i d e  ( 3 8 ) . T h e  l o n g  
t e rm s u r v i v a l o f  t h i s  p s e u d o m o n a d  w a s a l s o  i n v e s t i g a t e d . 
S o i l  l a c k i n g 2 , 4 , 5 - T t h a t  h a d  b e e n  i n o c u l a t e d  w i t h 1 . 0  x 
1 0 7 c e l l s o f  P .  c e p a c i a s h o w e d n o  d e t e c t a b l e  t i t e r s  a f t e r  
1 2  w e e k s  o f  i n c u b a t i o n . 2 , 4 , 5 - T w a s  t h e n  a d d e d  a t  a c o n c e n -
t r a t i o n o f  t w o m g / g r a m o f  s o i l . A f t e.r a t w o w e e k  l a g p e r i -
o d , P .  c e pa c i a  i n c r e a s e d i t s  t i t e r  u n t i l  n o  m o r e  s u b s t r a t e  
e x i s t e d . 
B a r l e s  e t  a l . t e s t e d t h e  a b � l i t y  o f  a n  a c c l i m a t e d 
c u l t u r e t h a t  w a s k n o w n  t o  d e g r a d e  p a r a t h i o n i n  s i t u  ( 4 ) .  
T h e a c c l i m a t e d c u l t u r e w a s  c o m p o s e d o f  P s e u d o m o n a s  s t u t z e r i  
a n d P .  a e r u g i n o s a . P .  s t u t z e r i  w a s r e s p o n s i b l e  f o r  h y d r o -
l y z i n g  p a r a t h i o n  t o  p - n i t t o p h e n o l a n d i o n i c  d i e t h y l th i o ­
, p h o s p h o r i c  i c i d . T h e  p - n i t r o p h e n o l w a s  t h e n  u s e d  a s  a 
c a r b o n  a n d e n e r g y  s o u r c e  b y  � a e r u g i n o s a .  T h i s  c u l t u r e 
w a s c a p a b l e  o f  c o m p l e t e l y d e g r a d i n g p a r a t h i o n  i n  3 5  d a y s  a t  
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a c o n c e n t r a t i o n  o f  1 2 5 0  k g / h a  ( 5 5 7  p g / g r a m ) . A t  h i g h e r � o n -
c e n t r a t i o n s , t h e d e g r a d a t i o n  w a s  mu c h  s l ow e r  a n d  i nh i b i t e d ,  
p r o b a b l y  d u e  t o  a l o w e r i n g o f  p H  b y  p - n i t r o p h e n o l w h i c h i s  
k n o w n  t o  b e  t o x i c  t o  m a n y m i c r o o r g a n i s m s . A s l o w e r r a t e  
w a s o b s e r v e d  w h e n  t h e  e m u l s i f i a b l e c o n c e n t r a t e  w a s  u s e d 
i n s t e a d  o f  t e c h n i c a l  g r a d e  p a r a t h i o n . 
T h e  u s e o f  c e l l - f r e e  e n z y m e  e x t r a c t s  c a p a b l e o f  
d e t o x i f y i n g  p e s t i c i d e s  h a s c o n s i d e r a b l e  p o t e n t i a l  f o r · w a s t e  
w a t e r s  c o n t a i n i n g p e s t i c i d e s  o r  f o r s o i l c o n t a m i n a t e d  b y 
c h e m i c a l s p i l l s · ( 3 ) .  B a c t e r i a l  e n z y m e s c o u l d  b e  u s e f u l  f o r  
d e � o x i f y i n g  � a s t e  w a t e r s  b y  p a s s i n g t h e  c o n t a m i n a t e d w a t e r  
t h r o u g h  a c o l um n  c o n t a i n i n g a n  i mm o b i l i z e d e n z y m e  ( 5 2 ) , o r  
t h er e n z y m e  c o u l d  b e  a d d e d  t o  t h e  w a t e r - p e s t i c i d e  m i x t u r e 
m a i n t a i n e d  i n  b u l k  h o l d i n g v e s s e l  ( 5 1 ,  5 3 ) .  M u n n e c k e  h a s  
s h o w n  t h a t  a n  e n z y m e  e x t r a c t  i s  a b l e  · t o  d e g r a d e e m u l s i -
f i a b l e p a r a t h i o n  ( 5 1 , 5 3 ) .  E n z y m a t i c  d e g r a d a t i o n  w a s 
d e t e r m i n e d  t o  b e  f a s t e r  t h a n  c h e m i c a l  h y d r o l y s i s  w h e n  t h e  
f o r m u l a t i o n  w a s d i l u t e d t o  1 % ,  a n d a c a r b o n a t e  b u f f e r  u s e d 
t o  c o n t r o l  t h e  p H . 
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CHAPTER 2 
SCRE ENING F IELD ISOLAT ES FOR I NCIDENTAL 
AND CAT ABOLIC PEST ICIDE METABOLISM 
MATERIAL S AND METHODS 
T e c h n i c a l g r a d e  2 - c h l o r o - 2 ' , 6 ' - d i e t h y l - N -
( m e t h o x y - me t h y l )  a c e t a n i l i d e  ( a l a c h l o r ) , 2 - m e t h o x y - 3 , 6 - d i -
c h l o r o b e n z o i c  a c i d ( d i c a mb a ) ,  a n d  2 , 3 - d i h y d r o - 2 , 2 - d i m e t h y l -
7 - � e n z o - f u r a n ? l m e t h y l c a r b a m a t e  ( c a r b o f u r a n )  w e r e  u s e d  i n  
t h e  f o l l o w i n g  d e g r a d a t i o n  s t u d i e s . A l a c h l o r  i s  a p r e e m e r -
g e n c e  h e r b i c i d e  w i t h a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  2 6 9 . 7 7 ( 7 4 ) . 
( 
D i c a m b a i s  a h e r b i c i d e  w i t h  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  2 2 1 . 0 4 ,  
a n d  c a r b o f u r a n  i s  a n  i n s e c t i c i d e  w i t h . a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  
2 2 1 � 2 6  ( 7 4 ) . T h e s e  p e s t i c i d e s  a r e h y d r o p h o b i c  a n d  t h e r e -
f o r e  a r e  l i m i t e d  i n  t h e i r  w a t e r  s o l u b i l i t y . T h e i r  w a t e r  
s o l u b i l i t i e s  a r e 1 4 0 , 7 0 0 , a n d  7 5  � g / m l  r e s p e c t i v e l y  f o r  
a l a c h l o r , c a r b o f u r a n , a n d d i c a mb a ( 7 4 ) . 
T h e o b j �c t i v e  o f  t h i s  s t u d y  w a s t o  d e t e r m i n e t h e  
a b i l i t y  o f  b a c t e r i a l  i s o l a t e s  t o  c a t a b o l i c a l l y  o r  i n c i d e n -
t a l l y m e t a b o l i z e - p e s t i c i d � s . I s o l a t e s  e v a l u a t e d  w e r e  
p r e v i o u s l y o b t a i n e d f r o m c u l t i v a t e d  f i e l d p e s t i c i d e  b i o d e g -
r a d a t i o n  s t u d i e s .  C a t a b o l i c  m e t a b o l i s m  w a s  d e t e r m i n e d b y  
i n o c u l a t i n g  e a c h o f  t h e  m i c r o o r g a n i s m s  i n t o  a m e d i u m 
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c o n t a i n i n g t h e  p e s t i c i d e  a s  t h e  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d  
e n e r g y . I f  g r o w t h o c c u r r e d , t h i s  w o u l d  i n d i c a t e t h a t  t h e  
· p e s t i c i d e  w a s  � e r v i n g a s  a c a r b o n  a n d  e n e r g y  s o u r c e  f o r  t h e  
m i c r o o r g a n i s m s . I f  n o  g r o w t h  o c c u r r e d , b u t  t h e p e s t i c i d e  
w a s  d e g r a d e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  a l t e r n a t e  c a r b o n  a n d  
e n e r g y  s o u r c e , s u c h a s  n u t r i e n t  b r o t h , t h i s  w o u l d  b e  a n  
i n d i c a t i o n o f  i n c i d e n t a l  m e t a b o l i s m .  
C ULTURE MEDIA: C u l t u r e  m e d i a u s e d  f o r  g r o w t h  o f  
a c t i n o my c e t e  o r  b a c t e r i a l  i s o l a t e s  t y p i c a l l y  m a d e  u s e o f  
t r y p t o n e - y e a s t  e x t r a c t  ( T Y E ) b r o t h ( t r y p t o n e , 5 g ;  y e a s t  
·e x t .r a c t , 3 g ; . g 1 u c o s e , 3 g ; p e r 1 i t e r o f d i s t i 1 1 e d w a t e r 
( p H = 7 . 2 ) )  o r  n u t r i e n t  b r o t h ( n u t r i e n t  b r o t h ( D i f c o ) , 8 . 0 g ;  
g l u 9 o s e ,  3 . 0 g ;  p e r  l i t e r  o f  d i s t i l l e d w a t e r  ( p H = 7 . 2 ) ) .  
G l u c o s e w a s  i n c l u d e d  a s  a c a r b o n  a n d e n e r g y  s o u r c e  t o  e n ­
s u r e  t h a t  r a p i d  g r o w t h  w a s  a c h i e v e d . 
STORAG E COND IT I ONS U SED: I s � l a t e s  w e r e  s t o r e d  a t  
- 7 0 ° C t o  m i n i m i z e g e n e t i c mu t a t i o n s  o f  t h e  m i c r o o r g a n i s m s . 
I n  a d d i t i o n , f r o z e n  s u s p e n s i o n s  o f  t h e  i s o l a t e s p r o v i d e d  a n  
i mm e d i a t e  a n d  r e l i a b l e  s o u r c e  o f  i n o c u l u m . 
B a c t e r i a l  i s o l a t e s  w e r e  s t o r e d  a t  - 7 0 ° C i n  f r e e z i n g  
me d i u m ( 6 2 )  .. A c t i n o my c e t e  i s o l a t e s  w e r e  s t o r e d  b y  s u s p e n d -
i n g t h e i r m y c e l i a l  s p o r e s  i n  f r e e z i n g  m e d i u m  a n d  t h e n  
f r o z e n  a s  a b o v e . M a l t  e x t r a c t - y e a s t e x t r a c t  ( M E - Y E ) a g a r 
w a s u s e d a s  s p o r u. l a t i o n i n d u c t i o n  m e d i u
m f o r  t h e  
a c t i n o my c e t e s  ( 6 6 ) . 
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P h o s p h a t e  b u f f e r  ( 2 . 7 7 g ,  N a 2 H P 0 4 ; 2 . 7 7 g ,  K H 2 P 0 4 ; 
p e r  l i t e r , p H  6 . 8 ) c o n t � i n i n g 2 0  m l  H u t n e r ' s  v i t a m i n - f r e e  
m i n e r a l b a s e a n d  1 . 0  g r a m N H 4 C
. l / l i t e r  w a s u s e d  f o r  s u s ­
p e n d i n g  t h e a c t i n o my c e t e  s p o r e s , p r o v i d i n g  a p r o p e r l y 
b u f f e r e d  i s o t o n i c  d i l u e n t  ( 2 6 ,  3 0 ) .  T h i s  w a s  r e f e r r e d  t o  
a s  H u t n e r ' s  b a s a l  ( H B )  m e d i um . A c t i n o my c e t e  s p o r e s  h a v e  a n  
o u t e r  s h e a t h  t h a t  i s  h i g h l y  h y d r o p h o b i c  a n d  r e s i s t s  b e i n g 
s u s p e n d e d  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n s  ( 2 3 ) . H B  c o n t a i n i n g  0 . 0 5 %  
T w e e n  8 0  w a s  u s e d  a s  a s u r f a c t a n t  t o  f a c i l i t a t e u n i f o r m s u s ­
p e n s i o n o f  t h e s p o r e s  ( 2 8 ) . 
A f t e r  s p o r u l a t i o n h a d  t a k e n  p l a c e  ( 3 - 7  d a y s ) ,  5 m l  
o f  H B  s u p p l e m e n t e d  w i t h T w e e n  8 0  w a s  u s e d a s  a s u s p e n s i o n 
m e d i u m f o r  t h e  s p o r e s . T h i s  s p o r e  s u s p e n s i o n w a s  t r a n s -
f e r r e d  t o  s t e r i l e , c a p p e d  c u l t u r e t u b e s  . . O n e  v o l u m e  o f  
f r e e z i n g m e d i u m w a s a d d e d  a f t e r  w h i c h t h e  s p o r e s w e r e  
s t o r e d f r o z e n  ( - 7 0 ° C ) . A d d i t i o n a l s u s p e n s i o n s  o f  s p o r e s  
w e r e  m a d e  b y  t a k i n g  t h r e e d r o p s o f  t h e i n i t i a l  s p o r e s u s ­
p e n s i o n a n d  i n o c u l a t i n g  t h e  s u r f a c e  o f  Y E - M E  a g a r  s l a n t s . 
T h e s e  w e r e  a l l o w e d  t o  s p o r u l a t e  a n d  t h e n  t r e a t e d  a s  j u s t  
d e s c r i b e d . T h i s  a l l ow e d  a r e a s o n a b l e  s u p p l y  o f  s p o r e s t o  
b e  u s e d  a s  r e q u i r e d  f o r  i n o c u l a t i n g  v a r i o u s  c u l t u r e m e d i a �  
DETERMINING PEST IC IDE C ATABOLIC AC TIVITY :  
P e s t i c i d e  m e d i a  w e r e  p r e p a r e d  f o r  s t u d i e s  d e s i g n e d  t o  
a s s e s s  t h e  a b i l i t y  o f  b a c t e r i a l  i � o l a t e s  t o  u t i l i z e  c a r b o ­
f u r a n  a s  t h e  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n a n d e n e r g y . A g a r  a n d 
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b r o t h m e d i a  w e r e  s u p p l e m e n t e d  w i t h c a r b o f u r a n  t h a t  p r o v i d e d  
t h e  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d  e n e r g y . G r ow t h o f  m i c r o o r -
g a n i s m s o c c u r r i n g o n  · t h e s e  me d i a  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  t h e y 
w e r e  c a p a b l e  o f  m e t a b o l i z i n g  c a r b o f u r a n . 
C om me r c i a l  a g a r  c o n t a i n s  c o n t a m i n a n t s t h a t  a r e n o t  
r e m o v e d  d u r i n g  i t 1 s  p r o c e s s i n g  a n d c a n  i n t e r f e r e w i t h 
g r o w t h  s t u d i e s  ( 1 2 , 4 2 ) .  T h e r e f o r e , g r o w t h  s t u d i e s  w e r e  
p e r f o r m e d c o m p a r i n g  m e d i a  t h a t  c o n t a i n e d  u n w a s h e d , w a s h e d , 
a n d n o  a g a r . A s t o c k s o l u t i o n o f  t e c h n i c a l  g r a d e  c a r b o -
f u r a n  w a s  ma d e  b y  d i s s o l v i n g c a r b o f u r a n  i n  9 5 %  e t h a n o l  ( 2 - 5  
m l s' ) .  T h i s  w a s f i l t e r  s t e r i l i z e d  ( G e l m a n A c r o d i s c , 0 . 2  
� m ) , a n d  s t o r e d  a t  S ° C .  T h i s  s t o c k w a s u s e d w h e n  a d d i n g  
t h e r c a r b o f u r a n  t o  b r o t h o r  l i q u i f i e d  a g a r . 
PREPARATION OF SOLID MEDIA: H B  b r o t h c o n t a i n i n g  
1 . 5  t o  2 . 0 % ( W / V ) u n w a s h e d  B a c t o  a g a r  ( D i f c o )  w a s  a u t o ­
c l a v e d  a n d  a l l ow e d  t o  c o o l t o  5 5 ° C a f t e r  w h i c h f i l t e r  
s t e r i l i z e d c a r b o f u r a n  d i s s o l v e d i n  9 5 %  e t h a n o l ( 2 - 5  m l s )  
w a s  a d d e d  t o  a c h i e v e  a f i n a l c o n c e n t r a t i o n  o f  3 0 0  p g / m l . 
T h e a g a r  p e s t i c i d e  m e d i u m  w a s  t h o r o u g h l y  s t i r r e d  w i t h  a 
ma g n e t i c  s t i r r e r t o  a c h i e v e  u n i f o r m d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  
p e s t i c i d e  
·
t h r o u g h o u t t h e  m e d i u m b e f o r e  p o u r i n g . i n t o  s t e r i l e  
p e t r i  d i s h e s . A g a r  p l a t e s · c o n t a i n i n g  2 %  u nw a s h e d  a g a r  b u t 
n o t c o n t a i n i n g  c a r b o f u r a n  o r  a n y  o t h e r  a d d i t i o n a l c a r b o n 
a n d  e n e r g y  s o u r c e  w e r e  p r e p a r e d  a s  n� t r i t i o n a l c o n t r o l s . 
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P e s t i c i d e - c o n t a i n i n g  w a s h e d  a g a r , a n d w a s h e d  a g a r  
c o n t a i n i n g  n o  a d d i t i o n a l s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d  e n e r g y , w e r e 
p r e p a r e d  i n  t h e  s a m e  m a n n e r a s  f o r  u nw a s h e d  a g a r . F i l t e r  
s t e r i l i z e d c a r b o f u r a n  d i s s o l v e d  i n  9 5 %  e t h a n o l  w a s a d d e d  t o  
a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f  3 0 0  p g / m l  a f t e r  c o o l i n g  t h e  H B  
a g a r  s o l u t i o n .  W a s h e d  a g a r  m e d i um c o n t a i n i n g  g l u c o s e w a s 
p r e p a r e d  t o  a s c e r t a i n  t h e  g r o w t h  o b t a i n a b l e  f r o m t h e s e  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  o r g a n i c  c a r b o n  c o m p o u n d s  u s i n g  w a s h e d  
a g a r . M e m b r a n e  f i l t e r  ( G e l ma n  0 . 2 p m ) s t e r i l i z e d g l u c o s e  
w a s  a d d e d  t o  a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f  3 0 0  p g / m l  t o  a u t o ­
c l a � e d  a n d c o o l e d  ( 5 5 ° C )  H B  c o n t a i n i n g w a s h e d  a g a r . B a c t o  
a g a r  ( D i f c o )  w a s  w a s h e d  u s i n g  a s t a n d a r d  p r o c e d u r e  ( 4 2 )  t o  
( 
r e m o v e  t h e  c o n t a m i n a n t s  ( 1 2 ,  4 2 ) .  P e s t i c i d e - c o n t a i n i n g  
a g a r  u s i n g  t h e  w a s h e d  a g a r  w e r e  p r e p a r e d  i n  t h e  s a m e  m a n n e r 
a s  d e s c r i b e d  a b o v e . 
PRE PARATION OF BROTH M E DIA: B r o t h m e d i um c o n -
t a i n i n g  c a r b o f u r a n  a s  t h e  o n l y  a d d e d  e x o g e n o u s l y a v a i l a b l e  
s o u r c e  o f  c a r b o n · w a s p r e p a r e d  b y  a d d i n g  m e m b r a n e f i l t e r  
( G e l m a n  0 . 2  p m ) s t e r i l i z e d c a r b o f u r a n · t o  a u t o c l a v e d  H B  
b r o t h t o  a c h i e v e  a c o n c e n t r a t i o n o f  1 5 0  a n d  3 0 0 p g / m l . 
T h i s  w a s  t h e n  d i s p e n s e d  i n t o  s t e r i l e , c a p p e d  1 6  x 1 5 0  mm 
c u l t u r e  t u b e s . 
G r o w t h  e x p e r i m e n t s  u s i n g g l u c o s e a s  t h e  s o l e  s o u r c e  
o f  c a r b o n  a n d  e n e r g y  a t  s i m i l a r  c o n c e n t r a t i o n s  t o  c a r b o -
f u r a n  w e r e  p e r f o r m e d  t o  d e t e r m i n e t h e  y i e l d  o f  g r o w t h  
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o b t a i n a b l e  f r o m t h i s  l i m i t e d  s u p p l y  o f  c a r b o n i n  b r o t h 
m e d i u m .  M e mb r a n e f i l t e r  ( G e l m a n  0 . 2  p m ) s t e r i l i z e d g l u � o s e  
w a s  a d d e d  t o  a c h i e v e  a f i n a l c o n c e n t r a t i o n  o f  2 0  p g / m l  a s  
t h e  s o l e s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d e n e r g y  i n  H B  b r o t h . 
PREPARATION OF INOC ULUM: E x t r a n e o u s  c a r b o n  
s o u r c e s  o r i g i n a t i n g f r o m t h e  f r e e z i n g  m e d i u m t h a t  w o u l d  
i n t e r f e r e i n  d e t e rm i n i n g c a r b o n  a n d  e n e r g y  r e q u i r e m e n t s  
w e r e  r e m o v e d  f r o m t h e  i n o c u l u m b y  c e n t r i f u g i n g  1 . 0 t 6  1 . 5 
m l s  o f  S t r e p t o my c e s  p i l o s u s , I s o l a t e s  1 ,  5 ,  9 ,  1 6, 1 7 , 2 2 , 
a n d  2 6  a t  1 2 , 0 0 0  x g f o r  1 0  m i nu t e s . T h e r e s u l t i n g  p e l l e t  
w a s  w a s h e d  o n e  o r  t w o t i me s w i t h s t e r i l e H B  m e d i u m , a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  s t e r i l e H B  m e d i u m . O n e  d r o p  o f  t h i s  
s u s � e n s i o n  f r o m a s t e r i l e  P a s t e u r  p i p e t t e  w a s  u s e d t o  
i n o c u l a t e c u l t u r e m e d i a . T h e s e  w e r e  i n c u b a t e d a t  2 6° C a n d  
t h e n s c o r e d  f o r  g r o w t h  o r  a b s e n c e  o f · g r o w t h . 
S C REENING IS OLATES FOR INC ID ENTAL PE S TIC ID E  
A C TIVITY: · B a s e d o n  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e c e d i n g  e x p e r -
i m e n t , a s t u d y  w a s c o n d u c t e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  i n c i d e n t a l  
m e t a b o l i c  a c t i v i t y  o f  t h e  s a me b a c t e r i a l i s o l a t e s  w i t h  
a l a c h l o r , c a r b o f u r a n  a n d d i c a mb a . T h i s  w a s a c h i e v e d  b y  
. p r e p a r i n g· c u l t u r e  m e d i um c o n t a i n i n g  s o u r c e s  o f  c a r b o n  a n d  
e n e r g y u s e d f o r  g r o w t h  b y · 
.
t h e  m i c r o o r g a n i s m s s u p p l e m e n t e d 
· w i t h t h e  p e s t i c i d e . A f t e r  i n o c u l a t i o n  a n d i n c u b a t i o n a t  
2 6 ° C o n  a c u l t u r e  t u b e  r o l l e r ,  p e s t i c i d e  r e s i d u e  l e v e l s  
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w e r e  d e t e r m i n e d  e i t h e r  b y  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d c h r om �  · 
a t o g r a p h y  ( H P L C ) o r  g a s  c h r om a t � g r a p h y  ( G C ) . 
P EST I C I DE-CONTAI NI N G  BROTH MED I UM : · T Y E  b r o t h 
s u p p l e m e � t e d  w i t h 0 . 3 % ( w / v )  g l u c o s e  a n d s u p p l e m e n t e d  w i t h 
p e s t i c i d e  w a s  u s e d  a s  a c u l t u r e m e d i um i n  d e t e rm i n i n g  i n c i -
d e n t a l  m e t a b o l i c  a c t i v i t y  o f  t h e  i s o l a t e s . S t o c k s o l u t i o n s  
o f  a l a c h l o r a n d d i c a m b a w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  
f o r  c a r b o f u r a n . P e s t i c i d e  w a s  a d d e d  t o  s t e r i l e  b r o t h 
m e d i u m  t o  a f i n a l  c o n c � n t r a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y 1 0 0 � g / m l . 
F i v e  m l  o f  p e s t i c i d e  b r o t h w a s t h e n  a s e p t i c a l l y t r a n s f e r r e d  
t o  � t e r i l e  1 6  x 1 5 0  m m  c u l t u r e  t u b e s , c a p p e d a n d s t o r e d  a t  
5 ° C .  
A f t e r  t h a w i n g  t h e  f r o z e n  s p o r e  a n d  b a c t e r i a l  s u s ­
p e n s i o n s , o n e  d r o p f r o m e a c h  s u s p e n s i o n w a s  a d d e d  t o  T Y E  
b r o t h c o n t a i n i n g  e i t h e r  d i c a m b a , a l a c h l o r ,  o r  c a r b o f u r a n  t o  
d e t e r m i n e e a c h o r g a n i s m ' s  a b i l i t y t o  i n c i d e n t a l l y m e t a b -
o l i z e  t h e  p e s t i c i d e . F o u r  u n i n o c u l a t e d t u b e s  w e r e u s e d  a s  
n e g a t i v e  c o n t r o l s . O n e  m l  a l i q u o t s  w e r e  r e m o v e d  f r o m e a c h  
t u b e  o f  b r o t h a f t e r  i n o c u l � t i o n  t o  d e t e r m i n e  t h e  i n i t i a l  
p e s t i c i d e  c o n c e n t r a t i o n . T u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  2 7 ° C o n  a 
t u b e  r o l l e r  ( N e w  B r u n s w i c k S c i e n t i f i c )  f o r  a p e r i o d o f  3 0  
d a y s . A t  t h e  e n d o f  t h e  .i n c u b a t i o n  p e r i o d , 1 . 0  m l  w a s 
. w i t h d r a w n  f o r  p o s t - i n c u b a t i o n  r e s i d u e  a n a l y s i s . A c t i n o -
my c e t e  i s o l a t e s  t h a t h a d  a w e l l  d e v e l o p e d  my c e l i u m a n d  
c o u l d  n o t  b e  s a m p l e d  b y  p i p e t t i n g  w e r e  s u b j e c t e d t o 
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s o n i c a t i o n  ( B r a n s o n  I n s t r u me n t s  S o n i f i e r ; M o d e l S l l O )  a �  a 
p ow e r  s e t t i n g  o f  f o u r  t o  f i v e  f o r  1 5 - 3 0  s e c o n d s  t o  b r e a k u p  
t h e  m y c e l i um . T h e s e  s a m p l e s  w e r e  s t o r e d  f r o z e n  a t  - 2 0 ° C 
a n d r e s i d u e  a n a l y s e s p e r f o r m e d a t  a l a t e r  t i m e . 
PESTICIDE RESIDUE ANALY SES: A l a c h l o r w a s  
e x t r a c t e d  f r o m b r o t h u s i n g  e t h y l a c e t a t e  ( r e a g e n t  g r a d e ) 
w h e n  s a m p l e s  w e r e  q u a n t i f i e d u s i n g  a f l a m e  i o n i z a t i o n  
d e t e c t o r  ( F I D ) . H e x a n e  ( r e a g e n t  g r a d e ) w a s  u s e d a s  t h e  
s o l v e n t  f o r  e x t r a c t i o n o f  a l a c h l o r  wh e n  d e t e c t i o n w a s 
p e r f o r m e d  u s i n g  e i t h e r a H a l l  o r  n i t r o g e n - p h o s p h o r u s  ( N - P ) 
d e t e c t o r . O n e  t o  f i v e  m l  o f  s o l v e n t  w a s u s e d  f o r  t h e  
e x t r a c t i o n . C a r b o f u r a n  w a s  s o l v e n t - e x t r a c t e d f r o m t h e  
b r o � h w i t h e t h y l a c e t a t e  i n  a s i m i l a r  m a n n e r .  S a m p l e s  
c o n t a i n i n g d i c a m b a w e r e  a c i d i f i e d  t o  a p H  o f  2 . 0  b y  a d d i n g  
1 N H C l ( f o u r d r o p s ) f o l l o w e d  b y  s o l v e n t - e x t r a c t i o n w i t h  
t - b u t y l  a l c o h o l  ( r e a g e n t  g r a d e ) .  
C a r b o f u r a n  a n d d i c a mb a w e r e  q u a n t i f i e d  b y  H P L C  a n d 
a l a c h l o r  c o n c e n t r a t i o n s  b y  G C . T h e H P L C  w a s f i t t e d w i t h  a 
W a t e r s  A s s o c i a t e s  M - 6 0 0 0  p u m p , W a t e r s A s s o c i a t e s  U 6 K  i n j e c ­
t o r , a n d  a B e c k m a n 1 5 3  U V  d e t e c t o r s e t  a t  2 8 0  n m . A n  
A l l t e c h 0 1 8 c o l u m n  ( 2 5 e m  x 4 . 6  mm i d ) r u n  a t  a m b i e n t  t e m­
p e r a t u r e w a s  u s e d  t o  s e p a r a t e  t h e  p e s t i c i d e s  u s i n g a m o b i l e  
p h a s e  o f  6 5 : 3 5 m e t h a n o l : w a t e r  a t  a f l o w  r a t e  o f  1 . 5 m l / m i n . 
S e n s i t i v i t y  w a s  s e t  a t  0 . 0 1 a b s o r b a n c e  u n i t s  f u l l  s c a l e . 
W h e n  q u a n t i f y i n g  d i c a m b a , t h e  mo b i l e p h a s e  w a s  a c i d i f i e d  
4 2  
w i t h 1 %  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d . A V a r i a n 3 7 0 0  g a s  c h r o m a t o -
g r a p h  w a s  c o n f i g u r e d  a n y  o n e  o f  s e v e r a l  w a y s  u n d e r  d i f -
f e r i n g c o n d i t i o n s  t o  m e a s u r e  a l a c h l o r l e v e l s . W h e n  u s i n g a 
F I D t h e  i n s t r u m e n t  w a s  f i t t e d w i t h  a 6 '  x 4 mm i d  c o l um n  
a n d p a c k e d  w i t h 3 %  O V - 1 0 1  a d s o r b e n t  o n  C h r o m o s o r b  W - H P  s u p -
p o r t  m e d i u m . T h e o v e n  t e mp e r a t u r e w a s m a i n t a i n e d  b e t w e e n  
2 0 0 - 2 2 5 ° C ,  t h e  i n j e c t o r t e m p e r a t u r e  h e l d  a t  2 3 0 ° C ,  a n d t h e 
d e t e c t o r t e m p e r a t u r e  o p e r a t e d a t  3 5 0 ° C .  
Wh e n  a H a l l d e t e c t o r  w a s  u s e d  i t  w a s o p e r a t e d  i n  
i t s  h a l o g e n  ( r e d u c t i v e ) m o d e w i t h  a r e a c t o r  t e m p e r a t u r e o f  
8 5 0 ° C u s i n g  � y d r o g e n  g a s . I d e n t i c a l  c o l u m n  a n d t e m p e r a t u r e  
p a r a m e t e r s w e r e  e m p l o y e d  a s  w i t h t h e F I D , e x c e p t t h e  � e t e c ­
r 
t o r  t e m p e r a t u r e w a s  3 5 0 ° C .  Wh e n  a n i t r o g e n - p h o s p h o r o u s  
( N - P ) d e t e c t o r w a s u s e d , e i t h e r 3 %  O V - 1 7  a d s o r b a n t  o n  
C h r o m o s o r b  W - H P  s u p p o r t  i n  a 6 ' x 2 m m  i d  c o l u m n  o r  3 %  O V - 2 5 
o n  C h r o m o s o r b  W - H P  i n  6 ' x  4 mm i d  c o l u m n , w a s  u s e d . O p e r -
a t i n g  t e m p e r a t u r e s w e r e  2 0 0 - 2 2 5 ° C ,  3 5 0 ° C ,  a n d 2 3 0 ° C f o r  t h e  
o v e n ,  d e t e c t o r  a n d i n j e c t o r , r e s p e c t i v e l y . 
C HARAC TERIZATION OF AC TINOMY C ETE IS OLATES 
CE L L  WAL L ANALY S IS :  B a s e d o n  t h e  p r o c e e d i n g  
s t u d y , t h e  c e l l  w a l l s o f  r · s o l a t e s  5 ,  1 6 , a n d 2 6  w e r e  
- c h a r a c t e r i z e d q u a l i t a t i v e l y  f o r  . d i a m i n o p i m e l i c a c i d ( D A P ) 
c o n t e n t  b y  a m o d i f i e d  v e r s i o n o f  B e � k e r ,  e t  a l . t h i n  l a y e r  
c h r o m a t o g r a p h y  p r o c e d u r e  ( 7 , 2 5 ) .  A c t i n om y c e t e  c e l l s  w e r e  
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c u l t i v a t e d i n  2 5 0  m l  o f  T Y E  b r o t h  s u p p l e m e n t e d w i t h 0 . 3 % 
g l u c o s e ( 7 ) .  C e l l s w e r e  i n c u b a t e d  o n  r o t a r y s h a k e r a t  2 6 ° C 
u n t i l  a d � q u a t e  my c e l i um w a s p r e s e n t , ( f o u r  t o  s i x d a y s ) a n d 
t h e n  h a r v e s t e d b y  f i l t e r i n g  t h r o u g h Wh a t m a n · # 4  f i l t e r  
p a p e r . T h e c e l l s w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s w i t h d i s t i l l e d 
w a t e r , t w i c e  w i t h  9 5 %  e t h a n o l  a n d  a l l ow e d  t o  a i r  d r y . T e n  
m g  o f  d r i e d c e l l s w e r e  p l a c e d  i n  t w o - m l g l a s s a m p u l e s , t o  
w h i c h 1 m l  o f  6 N H C l w a s a d d e d , a t  w h i c h t i m e  t h e  a � p u l e  
w a s  s e a l e d  w i t h a p r o p a n e  t o r c h . F o l l o w i n g t h i s  am p u l e s  
w e r e  c o m b u s t e d f o r  2 4  h r s a t  1 0 0 ° C i n  a s a n d  b a t h . T h e 
r e s u l t i n g l y s a t e  w a s f i l t e r e d  t h r o u g h  a 0 . 4 5 � m  ( G e l m a n  
A c r o d i s c ) m e mb r a n e  f i l t e r  i n t o  t h e o r i g i n a l  a m p u l e . A 1 m l  
( 
r i n s e w i t h d i s t i l l e d  w a t e r  w a s  p a s s e d t h r o u g h t h e  f i l t e r  t o  
e n s u r e  c o m p l e t e r e c o v e r y o f  l y s a t e .  S a m p l e  a n d  r i n s e 
f i l t r a t e s  w e r e  c o mb i n e d  a n d  l y o p h i l i � e d w i t h s u b s e q u e n t  
r e h y d r a t i o n i n  0 . 3  m l  o f  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h i r t y - f i v e  p l  
o f  t h e  r e h y � r a t e d  s a m p l e  w a s  s p o t t e d  o n  W h a t m a n # 1  c h r o m a -
t o g r a p h y  p a p e r  a n d  d e s c e n d i n g l y  d e v e l o p e d  f o r  e i g h t h r s  � n  
a mo b i l e p h a s e  o f  .m e t h a n o l : w a t e r : l O  N H C l : p y r i d i n e 
( 8 0 : 1 7 . 5 : 2 . 5 : 1 0 ) .  T h e  p a p e r  w a s r e m o v e d  f r o m t h e c h a mb e r ,  
a l l o w e d  t o  d r y f o r 1 5 - 3 0  m i n u t e s , a n d d e v e l o p e d  i n  t h e  s a me 
d i r e c t i o n  f o r  a n o t h e r  e i gh t  h r s  ( 6 1 ) . . D e v e l o p i n g  t h e c h r o m-
a t o g r a m  t w i c e  a f t e r  i n t e rm i t t e n t  d r y i n g  i m p r o v e s  t h e  s e p a -
r a t i o n a n d r e s o l u t i o n o f  t h e  d i f f e r e n t D A P  i s o m e r s  ( 6 1 ) .  
F o l l o w i n g s e p a r a t i o n , t h e  p a p e r w a s  d r i e d , a n d s p r a y e d  w i t h 
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a c e t o n i c  n i n h y d r i n  ( 0 . 1 % ,  w / v ) , f o l l o w e d b y  h e a t i n g  f o r - 2 
m i n u t e s  a t  1 0 0 ° C .  S t r e p t o my c e s  c a c a o i A T C C  # 3 0 8 2  a n d  
N o c a r d i a  a u t o t r oph i c a  AT C C  # 1 9 7 2 7  w e r e i n c l u d e d  a s  r e f e r -
e n c e s  t o  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  t h e  m e s o - a n d 1 1 - i s o m e r s  o f  
D A P . 
C ARBOHYDRATE UTIL IZATION: T a x o n om i c d a t a  w e r e 
c o l l e c t e d b y  d e t e r m i n i n g  wh i c h o f  t h e  f o l l o w i n g  c o m p o u n d s  
c o u l d  b e  u t i l i z e d  a s  s o l e  c a r b o n  a n d e n e r g y  s o u r c e s : · 
2 - a m i n o e t h a n o l ,  1 - a r a b i n o s e ,  b e t a i n e , c e l l o b i o s e ,  c i t r i c  
a c i d , f r u c t o s e ,  g l u c o s e ,  l a c t o s e �  m a l o n a t e , m a n n i t o l , 
o x a l a t e ,  1 - p r o l i n e , 1 - t y r o s i n e ,  s a r c o s i n e , s u c c i n a t e ,  
D - s o r b i t o l , s u c r o s e , a n d  x y l o s e .  
( 
T h e  c a r b o n a n d e n e r g y  
s o u r c e  w a s  a d d e d  t o  a b a s a l  s a l t s  ( H B )  m e d i u m a t  a c o n c e n-
t r a t i o n  o f  0 . 3 % a n d  f i l t e r  s t e r i l i z e d . S p o r e s u s p e n s i o n s  
o f  I s o l a t e s  5 ,  1 6 , a n d  2 6  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n 
a n d  w a s h e d  t w i c e  w i t h H B . T h e f i n a l s p o r e p e l l e t  w a s r e s u s -
p e n d e d  i n  o n e  m l  H B . O n e  d r o p  o f  s p o r e s u s p e n s i o n  o f  e a c h 
i s o l a t e  w a s a s e p t i c a l l y a d d e d  t o  e a c h o f  t h e  c a r b o h y d r a t e  
u t i l i z a t i o n  m e d i a  a n d a l l o w e d  t o  i n c u b a t e  a t  r o o m  t e m p e r -
a t u r e  f o r  a p e r i o d  o f  t w o w e e k s . A f t e r  t h i s  i n c u b a t i o n  
p e r i o d e a � h  o f  t h e  c u l t u r e s w e r e  a s s e s s e d  f o r  g r o w t h  u s i n g  
H B  c o n t a i n i n g  n o  c a r b o n  an d e n e r g y  a s  a n e g a t i v e  c o n t r o l . 
· W e a k  p o s i t i v e s w e r e  i n c u b a t e d  a n  a d d i t i o n a l t w o  w e e k s  a n d  
t h e i r  g r o w t h  r e v a l u a t e d . 
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D EGRADATI ON OF ALACHOR I N  COMP LEX , SEMI -DEF I NED , AND 
D EF I NED MED I A  
B a s e d o n  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t , a s t u d y  w a s  u n d e r -
t a k e n t o  d e t e rm i n e t h e  e x t e n t  o f  a l a c h l o r d e g r a d a t i o n b y  
I s o l a t e s  5 a n d 2 6  i n  c o m p l e x  ( t r y p t o n e - y e a s t e x t r a c t ) , 
s e m i - d e f i n e d  ( H u t n e r ' s  b a s a l - y e a s t e x t r a c t ) ,  a n d d e f i n e d  
( H u t n e r ' s b a s a l )  c u l t u r e  m e d i a .  T h i s  s t u d y  p r o v i d e d a n  
u n d e r s t a n d i n g o f  n u t r i t i o n a l r e q u i r e me n t s  o f  t h e  b a c t e r i a  
t o  d e g r a d e  a l a c h l o r . 
CULTURE MED I A : A f i e l d  i s o l a t e , i d e n t i f i e d a s  
S t � e p t o my c e s  _p i l o s u s , a n d wh i c h h a d  p r e v i o u s l y  d e m o n s t r a t e d 
a n  a b i l i t y  t o  g r o w o n  c a r b a m a t e s  a n d o r g a n o p h o s p h a t e s · , w a s 
( 
i n c l u d e d  f o r  c o m p a r a t i v e  p u r p o s e s  i n  t h e  f o l l o w i n g  s t u d i e s  
( 2 5 )  . T o  a s  s e s s t h e  r a t e  a n d e x t e n t  o f  t h e  d i .s a p p e a r a n c e 
o f  a l a c h l o r i n  c o m p l e x  ( T Y E ) , s e m i d e f i n e d  ( H B + 0 . 0 5 %  y e a s t 
e x t r a c t ) , a n d  d e f i n e d ( H B )  m e d i a , a l a c h l o r d i s s o l v e d  i n  t w o  
m l s  9 5 %  e t h a n o l w a s f i l t e r  s t e r i l i z e d a n d a d d e d  t o  5 0  m l  o f  
e a c h b r o t h  m e d i a  t o  a c h i e v e  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  a b o u t  
1 2 5  p g / m l . A l s o  e a c h  m e d i u m w a s  s u p p l e me n t e d  w i t h 0 . 3 % 
( w / v )  g l u c o s e .  O n e  h u n d r e d  p l  o f  I s o l a t e s  5 ,  2 6  a n d S .  
p i l o s u s  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  m e d i u m t o  a c h i e v e  a c o n c e n-
t r a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y j x 1 0 5 s p o r e s / m l . T h e s e  w e r e  
. i n c u b a t e d a t  2 6 ° C w i t h s h a k i n g  o n  a r o t a r y s h a k e r  ( 1 3 0  
r p m ) . O n e m l  s a m p l e s  w e r e  w i t h d r a w ri  a t  2 4  h r  i n t e r v a l s  f o r  
g a s  c h r o m a t o g r a p h i c  m e a s u r e m e n t  o f  p e s t i c i d e  r e s i d u e s . 
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B IOMASS DETERMINATION : O n  c o m p l e t i o n  o f  t h e  
d e g r a d a t i o n s t u d y  i n  t h e  t h r e e  t y p e s  o f  c u l t u r e m e d i a , . t h e  
b i o m a s s  o f  e a c h i s o l a t e  w a s  d e t e rm i n e d  i n  o r d e r t o  c o m p a r e 
t h e  r a t e s  o f  d e g r a d a t i o n w i t h t h e  b i o m a s s  p r o d u c e d  b y  e a c h 
i s o l a t e .  T h e b r o t h m e d i a  w e r e  c e n t r i fu g e d  a t  6 , 0 0 0  x g f o r  
2 0  m i n u t e s  t o  h a r v e s t c e l l s . T h e s e  w e r e  w a s h e d  w i t h  d i s -
t i l l e d  w a t e r ,  t r a n s f e r r e d  t o  w e i g h i n g  t i n s  a n d  d r i e d f o r  2 4  
h o u r s  ( 7 0 ° C )  a n d  w e i g h e d . 
METABO L ITE CHARACTERIZATIO N  
T h e  � e g r a d a t i o n  o f  a l a c h l o r b y  t h e  v a r i o u s  i s o l a t e s  
w a s d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g t h e  d i s a p p e a r a n c e  o f  p a r e n t c o m ­
( 
p o u n d  b y  u s i n g c h r om � t o g r a p h i c  m e t h o d s . A s t u d y  w a s u n d e r -
t a k e n t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  r i n g  a r o m a t i c i t y  w a s  m a i n t a i n e d  
a f t e r  d e g r a d a t i o n b y  t h e  i s o l a t e s . T h i n  l a y e r  c h r o m a t o g -
r a p h y  w a s  p e r f o r m e d o n  a s o l v e n t - e x t r a c t e d b r o t h  m e d i u m c o n -
t a i n i n g m e t a b o l i t e s p r o d u c e d  b y  g r o w t h  o f  I s o l a t e  5 i n  
g l u c o s e  s u p p l e m e n t e d  ( 0 . 3 � ,  w / v )  t r y p t o n e - y e a s t e x t r a c t  
( T Y E ) b r o t h  c o n t a i n i n g  1 5 0 p g  a l a c h l o r / m l . O n e  l i t e r  o f  
t h i s  b r o t h m e d i u m w a s i n o c u l a t e d  w i t h I s o l a t e  5 .  A s e p a -
. r a t e ,  u n i n o c u l a t e d f l a s k  o f  T Y E  + 0 . 3 % g l u c o s e  c o n t a i n i n g  
a l a c h l o r  a t  t h e  s a m e  c o n c e n t r a t i o n  s e r v e d  a s  a n  u n i n o c u -
l a t e d c o n t r o l , a n d a �o t h e r  f l a s k  o f  t h e  T Y E  m e d i u m w i t h o u t  
a l a c h l o r s e r v e d  a s  a c o n t r o l  t o  m o n i t o r f o r  c e l l  p r o d u c t s  
o r  m e d i u m  c o n s t i t u e n t s  t h a t  w o u l d  p a r t i t i o n  i n t o  t h e  
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s o l v e n t . I n o c u l a t e d f l a s k s  r e c e i v e d  1 . x 1 0 8 s p o r e s o f  
I s o l a t e  5 .  L e v e l s  o f  a l a c h l o r  w e r e  m o n i t o r e d  d a i l y .  W h e n  
t h e  a l a c h l o r c o n c e n t r a t i o n  d r o p p e d  t o  ( 1 0 p g / m l , t h e  b r o t h  
w a s  s o l v e n t - e x t r a c t e d  b y  t h e  a d d i t i o n o f  3 0 0  m l  r e a g e n t  
g r a d e  m e t h y l e n e c h l o r i d e  a n d s t i r r e d  f o r  4 h r s . T h e 
m e t h y l e n e c h l o r i d e  w a s s e p a r a t e d f r o m t h e  a q u e o u s  p h a s e  
u s i n g a s e p a r a t o r y  f u n n e l ,  a n d  t h e n  r e d u c e d  i n  v o l u m e  t o  
a p p r o x i ma t e l y  5 m l  b y  r o t a r y e v a p o r � t i o n . T h i s  v o l u me w a s 
q u a n t i t a t i v e l y  t r a n s f e r r e d  t o  a t e s t t u b e  a n d f u r t h e r 
r e � u c e d  i n  v o l u m e  t o  1 - 2 m l s  b y  e v a p o r a t i o n o v e r n i t r o g e n  
g a s . T w e n t y -.f i v e  p l  a l i q u o t s  w e r e  s p o t t e d a n d  d e v e l o p e d o n  
a l u p i n u m o x i d e  t h i n - l a y e r c h r o m a t o g r a p h y  p l a t e s  ( B a k e r - F l e x 
I B - F , 3 0  m i n ) w i t h a m o b i l e p h a s e  o f  e t h y l a c e t a t e  a n d 
m e t h a n o l ( 2 5 : 0 . 5 ,  v / v ) . T h e p l a t e s  w e r e  d r i e d  a n d  t h e n  
v i e w e d  u s i n g a n  u l t r a v i o l e t  l i g h t . 
SC REENING ISO L ATES FOR P LASMID DNA 
T h e g e n e s f o r  t h e  d e g r a d a t i o n o f  c h l o r i n a t e d c o m­
p o u n d s  a n d x e n o b i o t i c s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  b o r n e  o n  
p l a s m i d  D N A , a n d m o r e  r e c e n t l y  s o m e  p e s t i c i d e s  h a v e  b e e n  
s h ow n  t o  b e  d e g r a d e d  b y  a p l a s m i d  m e d i a t e d  p a t h w a y  ( 2 4 ,  5 7 , 
5 9 ,  6 3 ) .  I s o l a t e s  t h a t  w e r e  c a p a b l e  o f  a l a c h l o r  d e g r a -
· d a t i o n  w e r e  s c r e e n e d  f o r  t h e  p r e s e n c e o f  p l a s m i d  D NA .  
l i n e  a n d n e u t r a l l y s i s  p r o c e d u r e w e r e  c a r r i e d
· o u t a n d  
c o m p a r e d  w i t h  o n e  a n o t h e r .  
A l k a -
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ALKALINE LYSIS: A p p r o x i m a t e l y 1 x 1 0 7 s p o r e s  � f  
S t r e p t o my c e s  p i l o s u s , I s o l a t e s 5 ,  1 6 , a n d  2 6  w e r e  i n o c u -
l a t e d i n t o  5 0  m l  Y E -ME b r o � h ( y e a s t  e x t r a c t , 4 . 0  g ;  m a l t  
e x t r a c t ,  1 0 . 0  g ;  g l u c o s e ,  4 . 0  g ;  d i s t i l l e d H 2 o ,  1 . 0  1 ;  
p H = 7 . 3 ) . T h i s  w a s i n c u b a t e d w i t h s h a k i n g  ( r o t a r y ) f o r  2 4  
T h e  m y c e l i um w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  1 0  m i n u t e s  
a t  1 0 , 0 0 0  x g ( S o r v a 1 1  S S - 3 4  r o t o r )  i n  5 0  m l  s t e r i l e  O a k 
R i d g e  c e n t r i f u g e  t u b e s  a n d  w a s h e d  o n c e  w i t h  1 0 . 3 % ' s u c r o s e 
s o l u t i o n  i n  T E  b u f f e r  ( 5 0  mM T R I S , 5 0  mM N a 2 E D T A , p H = 8 . 5 ) . 
E a c h  o f  t h e s e  i s o l a t e s w e r e  s c r e e n e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  
p l a s m i d  D N A u s i n g  a n  a l k a l i n e  l y s i s  p r o c e d u r e  ( 1 5 ) . T h e  
D N A  w a s c o n c e n t r a t e d a n d r e s i d u a l  S D S  r e m o v e d  b y  r e p e a t e d  
( 
e t h a n o l p r e c i p i t a t i o n  ( 4 6 ) . E l e c t r o p h o r e s i s o f  t h e  D N A  w a s  
p e r f o r m e d i n  0 . 7 % a g a r o s e ( S e a K e m H G T ) a t  7 0  v o l t s  c o n s t a n t  
v o l t a g e  i n  a h o r i z o n t a l  e l e c t r o p h o r e � i s b e d  ( M o d e l 8 5 0  e l e c -
t r o p h o r e s i s  a p p a r a t u s ,  A q u e b o g u e  M a c h i n e  S h o p , A q u e b o g u e , 
N Y ) f o r  1 4  h r s  i n  T R I S - p h o s p h a t e  b u f f e r  ( 2 2 ) .  S t r e p t o my c e s 
p i l o s u s  i s  k n o w n  t o  h a r b o r  a 9 . 7  K b  p l a s m i d  ( 2 5 )  a n d w a s 
i n c l u d e d  a l o n g  a s  a p o s i t i v e  c o n t r o l . T h e  g e l w a s s t a i n e d  
w i t h e t h i d i u m b r o m i d e  f o r  1 5  m i n u t e s  f o l l o w e d  b y  3 0  m i n u t e s  
o f  d e s t a i n i n g i n  T R I S - p h o s p h a t e  b u f f e r  ( 6 2 ) . 
NE UTRAL LYSIS: P· l a s m i d  D NA w a s  i s o l a t e d  u s i n g  
a n o t h e r p r o c e d u r e  b y  i n o c u l a t i n g a p r o x i m a t e l y 5 x 1 0 6 
s p o r e s  o f � ·  p i l o s u s , I s o l a t e s  5 ,  1 6 , a n d  2 6 . i n t o Y E - M E  
c o n t a i n i n g  3 4 %  s u c r o s e a n d 0 . 0 0 5  M M g C l ( 1 5 ) . T h i s  w a s  
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i n c u b a t e d  w i t h s h a k i n g  f o r  2 4  h r s  a t  3 0 ° C .  T h e m y c e l i u m 
w a s c e n t r i f u g e d  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  1 0 , 0 0 0  x g ( S o r v a l l S S - 3 4  
r o t o r )  i n  5 0  m l  s t e r i l e  O a k  R i d g e  c e n t r i fu g e  t u b e s  a n d  
s u s p e n d e d  i n  4 m l  0 . 0 5 M T R I S  H C l c o n t a i n i n g  1 5 %  s u c r o s e  
( p H = 8 . 0 ) .  F o r  e a c h  o f  t h e  r e s u l t i n g  p l a s m i d  p r e p a r a t i o n s  
e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  a b o v e . 
DEGRADATION OF ALACH L OR I N  SOIL 
A s t u d y  w a s u n d e r t a k e n  t o  d e t e r m i n e t h e  d e g r a d a t i o n  
o f
.
a l a c h l o r a t  a c o n c e n t r a t i o n o f  a b o u t 5 5 0  a n d  3 7 0 0 p g / g  
1 n  s o i l  s l u r r i e s  b y  I s o l a t e 5 .  
STERIL E AND NON-ST ERILE SOIL: T h e  s o i l  u s e d  i n  
t h i s  s t u d y  w a s o b t a i n e d  f r o m  t h e  P l a n t  S c i e n c e  D e p a r t m e n t  
a t  S o u t h D a k o t a  S t a t e  U n i v e r s i t y  a n d w a s c l a s s i f i e d a s  a 
l o a cr . T h e s o i l  w a s o b t a i n e d  f r o m f i e l d s u s e d  i n  r e s e a r c h 
a t  S o u t h  D a k o t a  S t a t e  U n i v e r s i t y . S o i l  w a s  s t e r i l i z e d b y  
a u t o c l a v i n g  f o r  3 0  m i n u t e s a t  1 2 1 ° C a n d  1 5  p s i .  A f t e r  t h i s  
i n i t j a l  s t e r i l i z a t i o n t r e a t me n t , t h e  s o i l  w a s i n c u b a t e d a t  
amb i e n t  r o om t e m p e r a t u r e f o r  4 8  h r s a n d  r e s t e r i l i z e d  a 
s e c o n d  t i m e  t o  e n s u r e a s e p s i s . A s a m p l e  o f  t h e  p r e s u m a b l y  
· s t e r i l e  s o i l  w a s s e r i a l l y d i l u t e d i n  H B  d i l u e n t  a n d  p l a t e d  
o n n u t r i e n t  a g a r  p l a t e s  t o  d e t e r m i n e  i f  a u t o c l a v i n g w a s  
e f f e c t i v e . I n  a s i m i l a r  m a n n e r ,  v i a b l e p l a t e c o u n t s  w e r e  
ma d e i n  t h e  u n s t e r i l i z e d s o i l  t o  d e t e r m i n e i n i t i a l  c o n c e n ­
t r a t i o n s  o f  i n d i g e n o u s  m i c r o b i a l  p o p u l a t i o n s . 
so 
SOIL SLURRIES: T h e d e g r a d a t i o n s t u d i e s  w e r e  
p e r f o r m e d i n  a s o i l  s l u r r y p r e p a r e d  b y  a d d i n g  1 0 0 m l  o f  H B  
c o n t a i n i n g 0 . 0 5 %  y e a s t  e x t r a c t  t o  � h r e e  2 5 0  m l  E r l e n m e y e r 
f l a s k s  c o n t a i n i n g 1 0 0 g r a m s  s t e r i l e  s o i l  a n d  t o  t w o f l a s k s  
c o n t a i n i n g 1 0 0 g r a m s  o f  s o i l t h a t  w a s n o t  s t e r i l i z e d . 
M e m b r a n e  f i l t e r  ( G e l m a n 0 . 2  p m )  s t e r i l i z e d  a l a c h l o r w a s  
a d d e d  t o  e a c h o f  t h e  f l a s k s  t o  a c h i e v e  a f i n a l c o n c e n -
t r a t i o n o f  a p p r o x i m a t e l y 5 5 0  p g / m l . T o  o n e  f l a s k  c o n -
t a i n i n g  s t e r i l e s o i l  a n d o n e  f l a s k  c o n t a i n i n g n o n - s t e r i l e 
s o i l ,  f i l t e r  s t e r i l i z e d g l u c o � e  w a s  a d d e d  t o  a f i n a l c o n c e n - · 
t r a t i o n o f  0 . 3 %  ( w / v ) . A f t e r  a d d i t i o n  o f  t h e  a l a c h l o r , 
f l a s k s  w e r e  s h a k e n  f o r  1 2  h r s  b e f o r e i n o c u l a t i n g  w i t h  
s p o r e s o f  I s o l a t e  5 .  A p p r o x i m a t e l y 1 . 5 x 1 0
8 s p o r e s  w e r e 
i n o c u l a t e d i n t o  t h e  t w o f l a s k s  c o n t a i n i n g s t e r i l e  s o i l , t h e  
r e m a i n i n g  o n e  w a s  n o t  i n o c u l a t e d a n d s e r v e d  a s  a n  u n i n o c -
u l a t e d c o n t r o l .  I mm e d i a t e l y  f o l l o w i n g i n o c u l a t i o n , a p p r o x -
i m a t e l y f o u r  g r a m s  o f  s o i l  w e r e  s a mp l e d  f r o m e a c h f l a s k . 
A d d i t i o n a l s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  w e e k l y  a n d  p l a c e d  i n  
s c r e w- c a p p e d  t u b e s . A t  d a y  2 1 , t h e  s o i l  s l u r r i e s  t h a t  w e r e  
i n i t i a l l y i n o c u l a t e d w e r e  r e i n o c u l a t e d w i t h 1 . 5 x 1 0
8 
_ s p o r e s  o f  I s o l a t e  5 .  A t  d a y 5 6 , t e n  m l s  o f  I s o l a t e  5 g r o w n  
i n T Y E  + 0 . 3 % g l u c o s e w a s a d d e d  t o  e a c h o f  t h e  f l a s k s  t h a t  
� a d  b e e n  i n o c u l a t e d w i t h s p o r e s . A f t e r  e a c h  s a m p l i n g , 
t h r e e  rn l  o f  H B  w a s  a d d e d  t o  r e p l e n i s h  l i q u i d  l o s t  v i a  
s a m p l i n g .  
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A n  a n a l o g o u s  s t u d y  w a s d e v i s e d i n  a s i m i l a r f a s h i o n 
a s  t h a t  j u s t d e s c r i b e d  e x c e p t  t h a t  t h e  a l a c h l o r  c o n c e n t r a ­
t i o n  w a s  e l e v a t e d  t o  a b o u t 3 7 0 0 p g / g s o i l  . 
. D e g r a d a t i o n  s t u d i e s  b y  I s o l a t e 5 i n  a s � i l  s l u r r y  
c o n t a i n i n g  a l a c h l o r o r i g i n a t i n g  f r o m a c h e m i c a l s p i l l  w a s 
a l s o  p e r f o r m e d . O n e  h u n d r e d  m l s  H B  c o n t a i n i n g 0 . 0 5 %  y e a s t  
e x t r a c t  w a s a d d e d  t o  1 0 0  g r a m s  s p i l l  s o i l  i n  e a c h  o f  f o u r  
f l a s k s . F i l t e r  s t e r i l i z e d  g l u c o s e  w a s a d d e d  t o  t w o  f l a s k s  
t o  a f i n a l c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 3 % ( w / v ) , a n d  t o  o n e o f  t h e s e 
f l a s k s  1 . 5 x 1 0 8 s p o r e s o f  I s o l a t e  5 w a s  a d d e d . T h e t w o  
r e m a i n i n g f l a s k s  r e c e i v e d  n o  s p o r e s  o f  I s o l a t e  5 .  T h e s e  
t w o  f l a s k s  w e r e u s e d  i n  c o m p a r i n g  a l a c h l o r d e g r a d a t i o n  b y  
a n  i n d i g e n o u s  p o p u l a t i o n w i t h t h e d e g r a d a t i o n o f  a l a c h l o r  
b y  I s o l a t e  5 i n  n o n s t e r i l e s o i l .  O f  t h e s e  t w o  r e m a i n i n g  
f 1 a s k s  , o n e  w a s  s u p  p 1 e m e n t e  d w i t h g 1 u·c o s e t o  a f i n a 1 c o n  c e n­
t r a t i o n  o f  0 . 3 % ( w / v ) ; t h e  r e m a i n i n g  o n e  d i d n o t r e c e i v e a n  
a d d i t i o n a l c a r b o n  a n d e n e r g y  s o u r c e . 
RESIDUE ANALYSIS: R e s i d u a l a l a c h l o r  l e v e l s  1 n  
t h e  s a m p l e s w e r e  e i t h e r m e a s u r e d  g a s  c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  
t h e s a m e  d a y t h a t  t h e y w e r e  s a m p l e d , o r  s t o r e d  f r o z e n  f o r  
a n a l y s i s  at a s u b s e q u e n t t i m e . A l l s a mp l e s  w e r e  s o l v e n t ­
e x t r a c t e d  b y  v i g o r o u s l y  s h a k i n g  w i t h 1 0  m l  o f  e t h y l a c e t a t e  
· ( r e a g e n t  g r a d e ) .  G C  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  e i t h e r 
t h e  H a l l  o r  N P  d e t e c t o r  a s  s t a t e d a b o v e . A f t
.
e r  G C  
a n a l y s i s , t h e s o i l  - s l u r r y s a m p l e w a s  p l a c e d  i n  d r y i n g t i n s , 
a n d  d r i e d  f o r  2 4  h r s  a t  1 0 0 ° C .  A l a c h l o r c o n c e n t r a t i o n s  
w e r e  a d j u s t e d  f o r s o i l  m o i s t u r e  a n d  e x p r e s s e d o n  a d r y  
w e i g h t b a s i s  ( p g a l a c h l o r / g d r y s o i l ) . 
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RESULTS AND D I SCUSSION 
H B  i s  a b a s a l  s a l t s  m e d i u m a n d d o e s  n o t  c o n t a i n  
o r g a n i c  c o m p o u n d s  t h a t  c o u l d  s e r v e  a s  a c a r b o n  a n d e n e r g y  
s o u r c e  f o r m i c r o o r g a n i s m s . A s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d e n e r g y  
mu s t b e  p r e s e n t  i f  m i c r o o r g a n i s m s a r e  t o  g r o w . I f  g r o w t h  
o f  m i c r o o r g a n i s m s o c c u r r e d  i n  H B  me d i u m a t  t h e  e x p e n s e o f  
c a r b o f u r a n  o r  o t h e r  o r g a n i c  c o m p o u n d s , t h i s  w o u l d  s i g n i f y  
t h a t  t h e  m i c r o � r g a n i s m s  w e r e  a s s i m i l a t i n g c a r b o n  a n d  o b t a i n-
i n g e n e r g y  f r o m t h e  s u b s t r a t e . C o n s e q u e n t l y  n o  g r o w t h  o f  
m i c r o o r g a n i s m s  s h o u l d  o c c u r  wh e n  i n o c u l a t e d  i n t o  H B  b a s a l  
b r o t h  m e d i u m  n o t c o n t a i n i n g a c a r b o n  a n d e n e r g y  s o u r c e . 
GROWTH I N  UNWASH ED AGAR : G r ow t h o c c u r r e d  w i t h 
S t r e p t o my c e s  p i l o s u s , I s o l a t e s  1 ,  5 ,  9 ,  1 6 , 1 7 , 2 2 , a n d  2 6  
i n  u nw a s h e d  a g a r  c o n t a i n i n g  c a r b o f u r a n  a n d u n w a s h e d  a g a r  
n o t c o n t a i n i n g  a n y  a d d i t i o n a l s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d  e n e r g y 
( T a b l e 1 ) .  I n  o t h e r  w o r d s , g r o w t h  o f  t h e  i s o l a t e s  o n  t h e 
p e s t i c i d e - c o n t a i n i n g m e d i u m  w a s  n o t n e c e s s a r i l y d u e  t o  t h e  
p e s t i c i d e , a s  u n w a s h e d  a g a r  b y  i t s e l f  c o n t a i n s  s �m e  c o m­
p o u n d s t h a t  a l l o w g r o w t h  o f  t h e s e i s o l a t e s . G r o w t h  o f  
. t h e s e  i s o l a t e s  d i d n o t  o c c u r  o n  w a s h e d  a g a r , w h e t h e r i t  h a d  
b e e n s u p p l e m e n t e d  w i t h e i t h e r  p e s t i c i d e  o r  g l u c o s e ( T a b l e 
1) . T h e  c a r b o n  a n d  e n e r g y  s o u r c e  t h a t  w a s  p r e s e n t  
( g l u c o s e )  w a s  n o t c a p a b l e  o f  b e i n g u t i l i z e d . T h e  w a s h i n g 
p r o c e s s  r e m o v e d  b a c k g r o u n d  g r o w � h  wh i c h w a s p r e s e n t i n  t h e 
Tab l a  1 .  G r o wt h  o f  I s o l a t e s  o n  21 u n wa s h e d  a n d  wa s h e d  a g a r 
I n  HB b r o t h  s u p p l e me n t e d  w i t h va r i o u s  c a r b o n  e n d  
a n e r g y s o u r c e s  a s  s h o wn . 
Un wa s h e d  We s h a d 
I s o l a t e  w i t h w i t h 
Co d a  Un wa s h e d  Ca r b o f u r a n *  W e  s h a d  Ca r b o f u r a n *  
1 + *** + 
5 + + 
9 + + 
1 6  + + 
1 7  + + 
22 + + 
26 + + 
St r e p t o my c e s  
p I I  o s u s  + + 
• SUpp le .. nted w i th 388 PI carbo furan/• 1 • . 
** SUpp le .. nted w i th 388 1'11• 1 a luco•e . 
*** + for .. t l on of v l • lb le co lon ie• after four week• Incubat i on .  
- no v l • l b l e  arowth after four week• Incubat ion . 
' 
Wa s h e d  . 
w i t h 
G l u c o s e ** 
Vl 
+:"-
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u nw a s h e d  a g a r , a p p a r e n t l y  r e m o v i n g a n u t r i e n t  t h a t  i s  
r e q u i r e d  f o r  g r o w t h . T h e s e r e s u l t s  i n d i c a t e t h e  c o n f u s i n g  
a n d  m i s l e a d i n g i n t e r p r e t a t i o n s  t h a t  c a n  o c c u r  w h e n  u s i n g 
u n w a s h e d  o r  w a s h e d  a g a r  wh e n  a s s e s s i n g s u b s t r a t e s  t o  b e  
u s e d a s  c a r b o n  a n d e n e r g y  s o u r c e s . 
M a r s h a l l  e t  a l . o b t a i n e d  s i m i l a r  r e s u l t s  u s i n g a g a r  
a s  a s o l i d i f y i n g a g e n t  w h e n  e n um e r a t i n g  m i c r o b i a l  p o p u l a ­
t i o n s  f r o m s o i l  c a p a b l e  o f  u s i n g  h e r b i c i d e s  f o r  c a r b o n  a n d 
e n e r g y  ( 4 7 ) . - T h e y  o b s e r v e d  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  b a c t e r i a i s o ­
l a t e d o n  a n  a g a r  m e d i u m s u p p l e m e n t e d w i t h  a c a r b o n  a n d  
e n e r g y s o u r c e  w a s o n l y  r a r e l y  mo r e  t h a n  t w o f o l d  t h a t  o f  
b a c t e r i a  i s o l a t e d o n  a g a r  w i t h  a n  i n o r g a n i c  b a s a l  m e d i um 
b a s e , a n d a t  o t h e r  t im e s t h e  n u m b e r  o f  c o l o n i e s  w e r e  l e s s . 
M a r s h a l l  e t  a l . ,  c o mm o n l y  f o u n d  t h a t  p l a t i n g  o u t s e r i a l  
1 0 - f o l d  d i l u t i o n s  o f  f i e l d  s o i l  o n t o a n  i n o r g a n i c  s a l t s  
me d i um c o n t a i n i n g B a c t o  a g a r  s u p p o r t e d ma n y  b a c t e r i a . 
C o n s e q u e n t l y ,  i t  w a s f o u n d  t h a t  a g a r  i s  n o t  t h e  i n e r t  
g e l l i n g  a g e n t  t h a t  i t  i s  c o mm o n l y  t h o u g h t t o  b e  ( 4 7 )  
M a r s h a l l  e t  a l . , s u g g e s t e d  t h a t  e r r o n e o u s  r e s u l t s  w o u l d  
r e s u l t  i n  d e t e rm i n i n g c a r b o n  a n d  u t i l i z a t i o n  n e e d s  o f  
- b a c t e r i a .  
A g a r  i s  c o m p o s e d  o f  7 0 - 8 5 % a g a r o s e  a n d i s  g e n e r a l l y 
c·o n s i d e r e d  i n e r t  t o  t h e  a c t i o n  o f  m i c r o o r g a n i s m s  ( 1 2 ,  4 7 ) .  
A g a r o p e c t i n c o m p r i s e s  t h e  r e m a i n i n g  p o r t i o n  a � d d o e s  n o t  
c o n t r i b u t e  t o  t h e  g e l l i n g  a c t i o n  o f  a g a r o s e .  I t  i s  p l a u -
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s i b l e t h a t  m i c r o o r g a n i s m s may  a f f e c t  a g a r o p e c t i n m o r e  
r e a d i l y t h a n  a g a r o s e .  A g a r o p e c t i n m a y  a l s o  s e r v e  a s  a c o n ­
t a m i n a t i n g s o u r c e  o f  c a r b o n  c om p o u n d s p r o v i d i n g  D - a n d 
L - g a l a c t o s e , D - g l u c u r o n i c  a c � d , a n d  3 , 6 - a nh y d r o - L - g a l a c t o s e  
b y  h y d r o l y s i s  o f  i t s e l f  o r  a g a r o s e ( 1 2 ,  4 8 ) .  
B a s e d o n  t h e  p r e c e e d i n g r e s u l t s i t  w a s  d e c i d e d  t o  
d e t e rm i n e c a t a b o l i c m e t a b o l i c  a c t i v i t y  o f  t h e  i s o l a t e s  i n  
b r o t h m e d i u m  t o  e l i m i n a t e  t h e e r r o n e o u s  r e s u l t s  t h a t m a y  
o c c u r  w i t h s o l i d m e d i um .  G l u c o s e  w a s a d d e d  t o  H B  b r o t h a s  
t h e s o l e s o u r c e  o f  c a r b o n a n d e n e r g y  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  
2 0  p g / m l . T h e  g r o w t h o b t a i n e d  f r o m t h i s  c o n c e n t r a t i o n 
w o u l d  b e  i n d i c a t i v e  o f  t h e  g r o w t h  e x p e c t e d  f r o m a s i m i l a r  
c o n c e n t r a t i o n o f  c a r b o f u r a n . N o  g r o w t h o c c u r r e d  wh e n  
c a r b o f u r a n  w a s t h e s o l e s o u r c e  o f  c a r b o n a n d e n e r g y  i n  H B  
b r o t h a t  a c o n c e n t r a t i o n o f  1 5 0  p g / m i  ( T a b l e  2 ) . G o o d  
g r ow t h  w a s o b t a i n e d  w i t h  g l u c o s e  a s  t h e s o l e s o u r c e  o f  
c a r b o n  a n d e n e r g y  a n d  s l i g h t g r o w t h  w a s o b t a i n e d  e v e n  i n  
t h e  a b s e n c e  o f  a c a r b o n  a n d  e n e r g y  s o u r c e  ( T a b l e  2 ) . A c t i -
n o m y c e t e  s p o r e s  c o n t a i n a n  i n t r a c e l l u l a r  r e s e r v e  o f  
t r e h a l o s e  w h i c h m a y  b e  u s e d  f o r  e n e r g y  t o  i n i t i a t e g e r m ­
i n a t i o n u n d e r  t h e  c o r r e c t  c o n d i t i o n s  ( 2 3 ) .  T h i s  m a y  o f f e r ·  
a n  e x p l a n a t i o n  a s  t o  wh y t h e r e w a s s l i g h t o r  q u e s t i o n a b l e  
·g r o w t h  i n  H B  b r o t h n o t c o n t a i n i n g a s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d 
e n e r g y  a n d i n  t h e H B  b r o t h s u p p l e m e n t e d w i t h  c a r b o f u r a n  
( T a b l e 2 ) . 
T� b l e  2 .  Gr o wt h  o f  I s o l a t e s  I n  b r o t h  me d i a  c o n t a l n l n g · ve r l o u s  
c a r b o n  a n d - e n e r g y s o u r c e s . 
Nu t r i e n t  
Br o t h  HB* HB 
I s o l a t e  w i t h G l u c o s e  HB Ce r b o f u r a n 
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SCREENING F O R  INCIDENTALLY METABOLIZED PESTIC ID ES 
O n e  o b j e c t i v e  o f  t h e s e  e x p e r i me n t s  w a s  t o  s c r e e n  
i s o l a t e s  f o r  t h e i r  p o t e n t i a l  u s e f o r  e n v i r o n m e n t a l  
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p e s t i c i d e  w a s t e  d i s p o s a l . T h e r e f o r e t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
p e s t i c i d e  u s e d  i n  t h e s e  s c r e e n i n g s t u d i e s  a r e  c o n s i d e r a b l y  
h i g h e r  t h a n  w h a t  o c c u r s  f o r  n o r m a l f i e l d  a p p l i c a t i o n r a t e s . 
T w e n t y - t h r e e  f i l a m e n t o u s  a n d  n o n f i l a m e n t o u s  b a c ­
t e r i a  w e r e  s c r e e n e d  f o r t h e i r  a b i l i t y  t o  d e g r a d e  d i c a mb a ,  
c a r b o f u r a n a n d a l a c h l o r i n c i d e n t a l l y . A s  a g r o u p , � l a c h l o r 
w a s  t h e  m o s t s u s c e p t i b l e  t o w a r d  d e g r a d a t i o n  a n d d i c a mb a w a s 
t h e  m o s t  r e c a l c i t r a n t  ( F i g u r e  l a , l b , l c ) . S i x o f  t h e  i s o -
l a t e s  r e d u c e d  t h e a l a c h l o r c o n c e n t r a t i o n  t o  l e s s t h a n  o n e 
p g / m l , a n d  1 3  o f  t h e  o r g a n i s m s d e c r e a s e d t h e  c o n c e n t r a t i o n  
t o  3 6  p g / m l  o r  l e s s  a f t e r  o n e  mo n t h o f  i n c u b a t i o n 
T h e r e  w a s n o  a p p r e c i a b l e a m o u n t  o f  d i c a m b a  d e g r a ­
d a t i o n  b y  a n y o f  t h e i s o l a t e s  ( F i g u r e l a , l b , l c ) . D i c a m b a 
c o n t a i n s  t w o  c h l o r i n e a t o m s  o n  i t s  r i n g , w h i c h o f f e r s a n  
e x p l a n a t i o n  f o r  i t ' s  r e c a l c i t r a n t  b e h a v i o r . A r y l h a l i d e s 
a r e c o mm o n l y  c o n s i d e r e d  t o  b e  c h e m i c a l l y  i n e r t  t o  n u c l e o ­
p h i l l i c  d i p l a c e m e n t  r e a c t i o n s  ( 2 0 ) .  B e c a u s e o f  t h e  h i g h 
a c t i v a t i o n  e n e r g y  � e q u i r e d  f o r  d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  h a l o g e n  
i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  b a c t e r i a  h a v e  e v o l v e d  a d e q u a t e  p a t h w a y s 
f o r  d i r e c t  r e m o v a l  o f  t h e  h a l o g e n  a t o m .  M o r e  l i k e l y  w h a t  
h a p p e n s  i s  t h a t  b a c t e r i a  u s e  o t h e r e n z y m e s t o  b r e a k o p e n  
1 40 - - -
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F i g u r e  1 c . S c r e e n i n g  f o r  p e s t i c i d e  d e g r a d a t i o n  b y  b a c t e r i a  
a f t e r  f o u r  w e e k s  i n c u b a t i o n . 1 00 %  = 1 0 4 p g / m l  a l a c h l o r , 1 3 4 
p g / m l  d i c a m b a , a n d  7 5  p g / m l  c a r b o f u r a n . 0'1 
� 
6 2 
t h e a r o m a t i c  r i n g  p r o d u c i n g n o n a r om a t i c  m e t a b o l i t e s w i t h a 
l e s s  s t a b l e  c a r b o n - h a l o g e n  b o n d  ( 2 0 ) . 
I s o l a t e  2 4  w a s t h e  o n l y  i s o l a t e  c a p a b l e  o f  d e g r a ­
d i n g  c a r b o f u r a n  t o  4 8  p g / m l  o r  l e s s , a s  s h o w n  i n  F i g u r e l c . 
T w o  i s o l a t e s  t h a t  d e g r a d e d  a l a c h l o r t o  l e s s t h a n  1 � g / m l  
w e r e  c h o s e n  f o r  f u r t h e r  s t u d y . 
DEGRADATION OF ALAC HLOR IN C OMPLEX , SEMI- DEFINED , AND 
D EFINE D MEDIA 
T h e  d e g r a d a t i o n o f  a l a c h l o r b y  I s o l a t e s  5 a n d  2 6  i n  
c o m p l e x  ( T Y g ) , s e m i - d e f i n e d  ( H B + 0 . 0 5 %  y e a s t  e x t r a c t ) , a n d 
d e f i n e d  ( H B )  w a s  d e t e r m i n e d . T h i s  s t u d y  g a v e  a n  i n d i c a t i o n  
o f  t h e  n u t r i t i o n a l r e q u i r e m e n t s  o f  t h e s e  a c t i n o m y c e t e s  f o r  
d e g r a d i n g a l a c h l o r . A f i e l d i s o l a t e , i d e n t i f i e d  a s  
S t r e p t o my c e s  p i l o s u s  w a s i n c l u d e d  i n  t h e  s t u d y  f o r  c o m­
p a r a t i v e  p u r p o s e s . 
T h e  t h r e e  i s o l a t e s  d e m o n s t r a t e d s u c c e s s i v e l y  l e s s  
g r o w t h  i n  t h e  s e m i d e f i n e d  a n d d e f i n e d  c u l t u r e m e d i a  t h a n  
t � e  c o m p l e x m e d i u m ( T a b l e  3 ) . A n  u n i n o c u l a t e d c o n t r o l , 
d e p i c t e d i n  F i g u r e 2 ,  s h o w s  t h a t  t h e  l e v e l o f  a l a c h l o r 
r e m a i n s c o n s t a n t , e x c e p t  f o r  v a r i a t i o n s  d u e  t o  e x p e r i m e n t a l  
e r r o r . T h e s e  d i f f e r e n c e s  w e r e  d e t e rm i n e d  n o t t o  b e  s t a t i s -
- t i c a l l y s i g n i f i c a n t . S t r e p t o my c e s  p i l o s u s  d i d n o t  r e d u c e  
t h e  a l a c h l o r  c o n c e n t r a t i o n  i n  a n y  o f  t h e c u l t u r e m e d i a  
( F i g u r e 3 ) . T h e  d i f f e r e n c e s  n o t e d w e r e  d u e  t o  e x p e r i m e n t a l  
Tab l a  3 .  M i l l i g r a ms o f  my c a l l � l . b l o �e s s  h a r ve s t e d  f r o m  
e a c h  c u l t u r e  f l a s k  f o l l o w i n g d e g r a d a t i o n o f  
e l e c h l o r I n  t h r e e  t y p e s  o f  c u l t u r e  me d i a .  
I s.o I e t a  
Co d a  Co mp l e x Sa m l d a f l n a d  De f i n e d  
' 
i 
5 1 1 9 79 39 
26 89 . 59 69 
St r e p t o my c e s  
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F i g u r e  2 .  De g r a d a t i o n o f  a l a c h l o r  i n  · c o m p l e x  ( t r y p t o n e ­
y e a s t  e x t r a c t ) , d e f i n e d +Y E  ( Hu t n e r ' s  b a s a l  + 0 . 0 5 %  y e a s t  
e x t r a c t ) , a n d  d e f i n e d  ( H u t n e r ' s  b a s a l ) m e d i a . U n i n o c u l a t e d 
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F i g u r e  3 .  D e g r a d a t i o n  o f  a l a c h l o r  i n · c o m p l e x  ( t r yp t o n e ­
y e a s t  e x t r a c t ) , d e f i n e d + Y E  ( H u t n e r ' s  b a s a l  + 0 . 0 5 %  y e a s t  
e x t r a c t ) ,  a n d  d e f i n e d  ( H u t n e r ' s  b a s a l )  m e d i a  b y  S t r e p t o myc e s  
pi l o s u s . 1 00 % =  1 1 1  p g / m l  a l a c h l o r . 
(J'\ 
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6 6  
e r r o r  a n d w e r e  d e t e rm i n e d  n o t  t o  b e  s t a t i s t i c a l l y s i g n i f ­
i c a n t . A p p a r e n t l y , t h e  S .  p i l o s u s  i s o l a t e  d o e s n o t  h a v e  
t h e  m e t a b o l i c  d i v e r s i t y  n e e d e d  f o r  t h e  d e g � a d a t i o n  o f  a l a ­
c h l o r .  A i a c h l o r d e g r a d a t i o n  b y  I s o l a t e  5 w a s d e t e rm i n e d  t o  
b e  a i g n i f i c a n t  a t  t h e  p =  0 . 0 0 2  a n d p �  0 . 0 0 1  l e v e l s  i n  t h e  
c o m p l e x  a n d s e m i d e f i n e d  m e d i a ,  r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  4 ) . 
D e g r a d a t i o n  o f  a l a c h l o r b y  I s o l a t e  5 i n  t h e  c o m p l e x  m e d i u m 
h a d d e c r e a s e d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  t o  l e s s  t h a n  o n e � g / m l  b y  
t h e  s i x t h  d a y , a n d  t o  t w o p g / m l  b y  t h e t e n t h d a y i n  t h e  
s e m i d e f i n e d  m e d i u m . C o r r e s p o n d i n g l y , I s o l a t e  2 6  w a s  n o t 
a b l e  t o  d e c r e a s e  t h e h e r b i c i d e  l e v e l t o  b e l o w t e n � g / m l  f o r  
t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  t r i a l  i n  c o m p l e x  m e d i u m  ( F i g u r e 5 ) . 
T h i s  d e g r a d a t i o n  w a s c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t  ( F i g u r e  5 ) .  
A l a c h l o r d e g r a d a t i o n  b y  I s o l a t e 2 6  w a s  s i g n i f i c a n t i n  t h e  
c h e m i c a l l y  d e f i n e d  c u l t u r e  m e d i u m  ( p = 0 . 0 0 9 ) , b u t  n o t s i g n i f -
i c a n t  i n  t h e  s e m i d e f i n e d  c u l t u r e m e d i u m  ( F i g u r e 5 ) . T h i s  
w a s c o n s i d e r e d  u n u s u a l s i n c e  i t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  t h e  a d d i ­
t i o n  o f  y e a s t e x t r a c t  w o u l d  p r o v i d e  n e e d e d  v i t a m i n s  a n d  
c o f a c t o r s  w h i c h  w o u l d  e nh a n c e t h e g r o w t h , a n d t h u s  a l a c h l o r 
d e g r a d a t i � n .  U n d e r  t h e c o n d i t i o n s  i m p o s e d  b y  t h i s  s t u d y  
I s o l a t e 5 d e g r a d e d  a l a c h� o r m o r e  q u i .c k l y  a n d e x t e n s i v e l y 
t h a n d i d I s o l a t e  2 6  i n  c o m p l e x a n d s e m i d e f i n e d  m e d i a . 
A p p a r e n t l y , i f  t h e  m e d i a  l ·a c k e d  r e q u i r e d  g r o w t h  
f a c t o r s  a l a c h l o r d e g r a d a t i o n d i d n o t  o c c u r  f o r  I s o l a t e s  5 
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F i g u r e  4 .  D e g r a d a t i o n  o f  a l a c h l o r  i n  c o m p l e x ( t r y p t o n e ­
y e a s t  e x t r a c t ) ,  d e f i n e d + Y E  ( H u t n e r ' s  b a s a l + 0 . 0 5 %  y e a s t  
e x t r a c t ) , a n d  d e f i n e d  ( H u t n e r ' s  b a s a l )  m e d i a  b y  
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F i g u r e  5 .  D e g r a d a t i o n o f  a l a c h l o r  i n  c o m p l e x ( t r y p t o n e ­
y e a s t  e x t r a c t ) ,  d e f i n e d + Y E  ( H u t n e r ' s  b a s a l  + 0 . 0 5 %  y e a s t  
e x t r a c t ) ,  a n d  d e f i n e d  ( H u t n e r ' s  b a s a l )  m e d i a  b y  S t e p t o m y c e t e  






6 9  
t h e  f o l l o w i n g r e a s o n s : 
1 .  A m i n i m u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  e n z ym e  n e e d s  t o  b e  
p r o d u c e d . A s  o v e r a l l  g r o w t h ( b i o m p s s )  o f  t h e i s o -
l a t e s  d e c r e a s e d , s o  d o e s  t h e e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n  
u n t i l  e v e n t u a l l y a l a c h l o r  d e g r a d a t i o n d i d n o t  t a k e  
p l a c e . 
2 .  T h e m e d i u m b e c o m e s l i m i t i n g  a n d  n o n e s s e n t i a l  
e n z y m e  p r o d u c t i o n  s t o p s  a n d / o r c a n  n o t c o n t i n u e . 
T h i s  · t y p e  o f  d e g r a d a t i o n  i s  t y p i c a l  o f  i n c i d e n t a l  
d e g r a d a t i o n ( 4 8 ) . I n c i d e n� a l  d e g r a d a t i o n  i s  
d e p e n d e n t u p o n  t h e a c t i v i t y o f  m i c r o o r g a n i s m� , a n d  
t h e a c t i v i t y  o f  m i c r o o r g a n i s m s  i s  g e n e r a l l y e n ­
h a n c e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  g l u c o s e  o r  i n  n u t r i t i o u s  
m e d i a . 
P LASM I D  ISO L ATIO N 
N o  p l a s m i d D N A w a s d e t e c t e d  i n  I s o l a t e s  5 ,  1 6 , o r  
2 6 . A p l a s m i d  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  S t r e p t o my c e s  £ i l o s u s  
( 2 5 )  a n d t h i s  o r g a n i s m w a s  i n c l u d e d  a s  a p o s i t i v e c o n t r o l  
f o r  t h e  p l a s m i d  s c r e e n i n g  p r o t o c o l . P l a s m i d  D N A w a s  
d e t e c t e d m u c h  m o r e  r e a 4 i ly w i t h t h e  p o l y e t h y l e n e g l y c o l  
( P E G ) p r o c e d u r e  t h a n  t h e  a l k a l i n e p r o c e d u r e  a s  d e p i c t e d i n  
F i g u r e  6 .  T h e  P E G  p r o c e d u r e u t i l i� e s  a h i g h  o s m o t i c  b r o t h  
m e d i um ( 3 4 %  s u c r o s e )  i n  wh i c h s t a b l e  p r o t o p l a s t s  a r e 
f o r m e d , a n d t h e n  l y s e d b y  t h e a d d i t i o n o f  s o d i u m d o d e c y l 
7 0  
F i g u r e 6 . - R a p i d  p l a s m i d  D N A  s c r e e n i n g  o f  I s o l a t e s u s i n g  
e i t h e r  a n  a l k a l i n e o r  p o l y e t h y l e n e g l y c o l ( P E G ) p r o c e d u r e . 
F r o m l e f t  t o  r i g h t :  H I N D · t i l  S T D , � · p i l o s u s a l k a l i n e , � ·  
p i l o s u s  P E G , I s o l a t e  5 P E G , I s o l a t e  5 a l k a l i n e , I s 6 l a t e  2 6  
a l k a l i n e , I s o l a t e  2 6  P E G , � · p i l o s u s  p l a s m i d  i s o l a t e d  b y  ·
c s - C l - e t h i d i u m  b r o m i d e  c e n t r i f u g a t i o n p r o c e d u r e . 
7 1  
s u l .f a t e ( S D S ) d e t e r g e n t . T h e a l k a l i n e  l y s i s p r o c e d u r e 
r e l i e d  m o r e  o n  t h e a b i l i t y  o f  l y s o z y m e  t o  g e n e r a t e 
p r o t o p l a s t s , w h i c h a r e t h e n  d i s r u p t e d b y  S D S . I f  p r o t o -
p l a s t  f o rm a t i o n i s  i mp e d e d  i n  a n y  w a y , l y s i s  w o u l d  b e  
i n a d e q u a t e . T h i s  w o u l d  r e d u c e t h e a m o u n t o f  D N A  a v a i l a b l e 
f o r  d e t e c t i o n  d u r i n g  e l e c t r o p h o r e s i s . U s e o f  a h i g h  o s -
mo t i c  b r o t h m e d i u m  s e e m e d  t o  b e  m o r e  c o n s i s t e n t  i n  d e t e c t ­
i n g t h e  p l a s m i d . p r e s e n t  i n  S .  p i l o s u s . 
METABOL ITE I SOLATION 
T h e  f a t e  o f  t h e  a l a c h l o r m o l e c u l e  a f t e r  d e g r a d a t i o n  
.b y  t h e s e i s o l a t e s  i s  n o t  k n o w n . A s t u d y  w a s  u n d e r t a k e n t o  
d e t e rm i n e  i f  t h e  a r o m a t i c i t y  o f  t h e  c o m p o u n d  w a s m a i n t a i n e d  
o r  l o s t .  
T h e r e w e r e  m a n y · q u e n c h e d  s p o t s  o n  t h e t h i n  l a y e r 
c h r o m a t o g r a p h y  ( T L C ) p l a t e  n o t  p r e s e n t  i n  t h e  c o n t r o l ,  i n d i ­
c a t i n g  t h e s p o t s  h a d  o r i g i n a t e d f r o m t h e a l a c h l o r m e t a b o -
l i t e s . T h i s  q u e n c h i n g  i n d i c a t e s  t h e a r om a t i c n a t u r e o f  t h e  
r i n g  w a s r e t a i n e d  f o r  s e v e r a l  o f  t h e  m e t a b o l i t e s . 
T h e s e  f i n d i n g s  a r e  s i m i l a r  t o  K r a u s e  e t  a l . , a n d  T i e d j e a n d  
H a g e d o r n wh o i n d e p e n d e n t l y o b s e r v e d . t h a t  m e t a b o l i t e s  t h e y  
i d e n t i f i e d i n  s t u d i e s  o n  a l a c h l o r a n d m e t o l a c h l o r ,  r e s p e c ­
t i v e l y , r e t a i n e d  t h e  a r o m a t i c  r i n g  ( 4 0 , 7 1 ) .  K r a u s e e t  a l . 
i d e n t i t i e d  m e t a b o l i t e s  p r o d u c e d  f r o m  m e t o a l a c h l o r b y  b e n ­
z y l i c  h y d r o x y l a t i o n s  o f  t h e a r a l k y l s i d e  c h a i n s  a n d / o r 
7 2  
d e m e t h y l a t i o n s  a t  t h e N - a l k y l s u b s t i t u e n t s ( 4 0 ) . T i e d j e 
a n d  H a g e d o r n  r e p o r t e d f o u r  i d e n t i f i a b l e m e t a b o l i t e s p r o ­
d u c e d  f r o m a l a c h l o r ; t h r e e  o f  t h e m  p r o d u c e d  b y  N - d e a l k y l ­
a t i o n  r e a c t i o n s  o c c u r r i n g  o n  t h e p a r e n t  m o l e c u l e  m o l e c u l e  
( 7 1 ) • 
T h e s e  m e t a b o l i t e s h a d  s m a l l e r  R f v a l u e s t h a n  t h e  
p a r e n t  m o l e c u l e , i n d i c a t i n g  t h a �  t h e  b i o t r a n s f o r m a t i o n 
p r o d u c e d  a m o r e  p o l a r  c o m p o u n d . T h e s ym b o l R f s t a n d s f o r  
" r a t i o  t o  f r-o n t "  a n d i s  e x p r e s s e d a s  a d e c i m a l . M a t h e m a t -
i c a l l y  i t  i s  e x p r e s s e d a s  R f = d i s t a n c e  t r a v e l e d  b y  s u b ­
s t a n c e  d i v i d e d  b y  t h e  d i s t a n c e  t r a v e l e d  � y  t h e  s o l v e n t  
. f r o n t ( 5 5 ) .  T h e  m e t a b o l i t e s i d e n t i f i e d b y  K r a u s e e t  a l . 
a n d  T i e d j e a n d H a g e d o r n w e r e  a l s o  m o r e  p o l a r  a s  d e t e rm i n e d  
b y  G C  r e t e n t i o n  t i m e s ( 4 0 , 7 1 ) .  
ALAC HLOR DE GR A DAT I ON IN SOIL 
T h a t  d e g r a d a t i o n  o c c u r s  i n  b r o t h u s i n g  p u r e  c u l t u r e 
t e c h n i q u e s  d o e s  n o t m e a n  d e g r a d a t i o n o c c u r s  i n  s o i l  i n  a 
s i m i l a r  m a n n e r .  I t  i s  p l a u s i b l e  t h a t  _ i n  a s o i l  s l u r r y 
g r o w t h c o u l d  b e  l i m i t e d a n d  t h u s  a l a c h l o r d e g r a d a t i o n w o u l d  
b e  a f f e c t e d . T h i s  m a y  b� d u e  t o  l i m i t e d  a v a i l a b i l i t y  o f  
o x y g e n  i n  a s o i l  s l u r r y , o r  t h e s o i l  n o t p r o v i d i n g a d e q u a t e  
n u t r i e n t s  f o r  g r o w t h .· T h e  p r e c e ed i n g  a l a c h l o r d e g r a d a t i o n  
s t u d i e s  w e r e  p e r f o rm e d i n  b r o t h m e d i u m w i t h t h e  h e r b i c i d e  
c o n c e n t r a t i o n v e r y n e a r  i t s  s o l u b i l i t y  l e v e l o f  1 4 0 � g / m l  
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( 7 4  ) · . T h e a v a i l a b i l i t y  o f  a l a c h l o r i n  s o i l  d e g r a d a t i o n 
s t u d i e s  i s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  s o r p t i o n  c o e f f i c i e n t s  b e t w e e n  
s o i l  w a t e r  a n d s o i l  o r g a n i c  m a t t e r  ( 2 9 ,  64 ). T h i s  s t u d y  
w a s  c o n d u c t e d  w i t h  t h e f o l l o w i n g  o b j e c t i v e s  u s i n g I s o l a t e  5 
a s  t h e  t e s t o r g a n i s m .  
1 .  T o  d e t e rm i n e  i f  a l a c h l o r d e g r a d a t i o n  c o u l d  
i n d e e d  o c c u r  i n  a s o i l  s l u r r y m i x t u r e b y  a 
m i c r o o r g a n i s m  t h a t  d e g r a d e d  a l a c h l o r i n  a 
b r o t h m e d i u m .  
2 .  T o  g e n e r a l l y � e t e rm i n e a t  w h a t  a l a c h l o r  c o n ­
c e n t r a t i o n l e v e l s  a n y o b s e r v e d  d e g r a d a t i o n 
o c c u r r e d . 
STERILE SOIL: T h i s  � t u d y  i n v o l v e d  c o m p a r i n g 
a l a c h l o r  d e g r a d a t i o n o f  I s o l a t e  5 i n  s t e r i l e  a n d n o n s t e r i l e 
s o i l . N o  c o l o n i e s  d e v e l o p e d  o n  a 1 0 - 2  d i l u t i o n  f r om 
a u t o c l a v e d  s o i l  i n d i c a t i n g t h a t  a u t o c l a v i n g r e d u c e d  
n u m b e r  o f  o r g a n i s m s / g r a m  o f  s o i l  t o  l e s s  t h a n  1 0 0 . 
m i c r o b i a l  c o u n t  o f  5 . 9  x 1 0 6 b a c t e r i a / g r a m  o f  s o i l  
t h e  
A 
w a s  
e n u m e r a t e d  i n  t h e  n o n s t e r i l e  s o i l . I t  w a s . a s s u m e d , t h e r e -
f o r e , t h a t  a u t o c l a v i n g  t h e  s o i l  w a s e f f e c t i v e . 
ALAC HLOR DEGRADATIO N IN SOIL : S o i l  w a s s p i k e d  
t o  a c h i e v e  a b o u t 5 5 0  p g / g a n d a b o u t 3 j o o  p g / g  a l a c h l o r t o  
d e t e rm i n e w h a t  l e v e l o f  t h e h e r b i c i d e  c o u l d  b e  d e g r a d e d , i f  
a t  a l l ;  b y  I s o l a t e  5 .  D e g r a d a t i o n  w a s  a l s o  m o n i t o r e d  i n  a 
s o i l  s l u r r y w h e r e t h e s o i l  w a s  c o n t a m i n a t e d w i t h  a p p r o x -
7 4  
i m a t e l y 4 0 0 0  � g / g a l a c h l o r f r o m a n  a l a c h l o r c h e m i c a l  s p i l l . · 
T h e  s l u r r y  c o n t a i n i n g  t h e  h i g h e r c o n c e n t r a t i o � o f  
s p i k e d  a l a c h l o r a n d t h e  c h � m i c a l  s p i l l  s l u r r y  d i d n o t  s h ow 
a ny s i g n i f i c a n t  d e g r a d a t i o n  ( F i g u r e s 7 a , 7 b , 8 a , a n d  8 b ) . 
I t  i s  p l a u s i b l e  t h a t  t h e  p e s t i c i d e  w a s  t o x i c  a t  t h e s e  c o n ­
c e n t r a t i o n s  o r  n o t  e n o u g h t i m e  w a s  a l l o w e d  f o r  d e g r a d a t i o n  
t o  o c c u r . T h e s p i k e d  s o i l  c o n t a i n i n g t h e  l o w c o n c e n t r a t i o n 
o E  a l a c h l o r d i d s h o w  a l o s s o f  p a r e n t  c o m p o u n d  i n  s o m e  o f  
t h e  f l a s k s  a s  d e p i c t e d  i n  F i g u r e s 9 a  a n d  9 b . S i g n i f i c a n t  
d e g r a d a t i o n w a s  o b s e r v e d  i �  t h e  s t e r i l e  s l u r r y  s u p p l e m e n t e d 
w i t h g l u c o s e  i n o c u l a t e d w i t h I s o l a t e  5 ( p = 0 . 0 0 4 ) a n d  
.
t h e  
s t e r i l e  s l u r r y n o t  s u p p l e m e n t e d w i t h  g l u c o s e  b u t  i n o c u l a t e d  
w i t h I s o l a t e  5 ( p = 0 . 0 4 6· ) .  S i g n i f i c a n t  d e g r a d a t i o n  o c c u r -
r e d  i n  t h e n o n s t e r i l e  s l u r r y s u p p l e m e n t e d  w i t h  g l u c o s e  ( p = 
0 . 0 0 9 ) .  T h i s  s l u r r y w a s  n o t  i n o c u l a t e d w i t h I s o l a t e  5 .  I n  
o t h e r  w o r d s , a l a c h l o r d e g r a d a t i o n  w a s m e d i a t e d  b y  I s o l a t e  
5 .  D e g r a d a t i o n  a l s o  o c c u r r e d  d u e  t o  t h e i n d i g e n o u s  p o p u l a -
t i o n  wh e n  s u p p l e m e n t e d w i t h  g l u c o s e �  A p p a r e n t l y  t h e  s o i l  
h a r b o r s  b a c t e r i a  c a p a b l e  o f  d e g r a d i n g t h e a l a c h l o r , 
b u t  r e q u i r e s  s o m e  e n r i c h m e n t  f o r  t h i s  t o  o c c u r . O n l y  w h e n  
s u p p l e m e n t e d  w i t h a n  a d d i t i o n a l  c a r b o n  a n d e n e r g y  s o u r c e  
w e r e t h e y  c a p a b a l e  o f  d e g r a d i n g  t h e  h e r b i c i d e . T h e s e  
m i c r o o r g a n i s m s  a p p a r a n t l y  n a t u r a l l y p r o d u c e  e n z y m e s t h a t  
a r e c a p a b l e  o f  d e g r a d i n g  a l a c h l o r , b u t  n e e d  t o  h a v e  a n  e x o g ­
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Time In Days 
F i g u r e  9 b . A l a c h l o r  d e g r a d a t i o n  b y  I s o l a t e  5 i n  a s o i l 
s l u r r y  s u p p l e m e n t e d  w i t h  a l a c h l o r . 1 00 % =  5 7 0  p g / g  a l a c h l o r . 
N S - n o t  s t e r i l e ; U N I N- u n i n o c u l a t e d ; G L U - g l u c o s e . 
00 
0 
8 1  
n o n s p e c i f i c  a n d g e n e r a l  m e t a b o l i c  a c t i v i t y  o f  s o i l  m i c r o -
o r g a n i s m s . T h i s  i s  s i m i l a r t o  t h e  m o d e l  o f  i n c i d e n � a l  
m e t a b o l i s m p r o p o s e d b y  M a t s u mu r a  ( 4 8 ) . M a t s u m u r a  s t a t e s  
t h a t  a c h a r a c t e r i s t i c o f  i n c i d e n t a l  m e t a b o l s i m i s  t h a t  i t  
1 s  i n c r e a s e d  b y  t h e  a d d i t i o n o f  g l u c o s e  t o  t h e  s y s t e m .  
T h a t  n o  d e g r a d a t i o n  o c c u r r e d  w i t h  a l a c h l o r a t  a c o n c e n ­
t r a t i o n o f  3 0 0 0  p g / g o r _ g r e a t e r  a r e s i m i l a r  t o  t h o s e  r e ­
p o r t e d  b y  J u n k  e t  a l . ( 3 4 ) . J u n k e t  a l . r e p o r t e d t h a t  n o  
d e g r a d a t i o n -o c c u r r e d  i n  s o i l  c o n t a i n i n g 4 0 0 0  p g / g a l a c h l o r 
w h i l e  a l a c h l o r  w a s d e g r a d e d  t o  l e s s t h a n  1 0 % w h e n  t h e  s o i l  
c o n t a i n e d  2 0 0 p g / g  a l a c h l o r ( 3 4 ) . J u n k r e p o r t e d  t h a t  t h e  
e x t e n t  o f  a l a c h l o r d e g r a d a t i o n  w a s  e nh a n c e d  b y  a d d i t i o n o f  
0 . 0 1 %  p e p t o n e . T h e s e  f i n d i n g s  a r e a l s o  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  
M a t s u m u r a  a n d  o t h e r s w h o r e p o r t  t h a t  p e s t i c i d e  r e s i d u e s m a y  
p e r s i s t f o r  l o n g e r t h a n  n o r ma l f i e l d  a p p l i c a t i o n d e g r a d a ­
t i o n  r a t e s  w h e n  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  a r e e n c o u n t e r e d  ( 3 ,  
4 8 ) . 
TENTAT IVE . TAXO NO MIC C HARAC T ERIZAT I O N O F  ALAC H L O R ­
DEGRAD I NG AC TINO MYC ETES 
CEL L WAL L  ANALYSIS : T h e  o r d e r  A c t i n o my c e t a l e s  
c o n t a i n � b a c t e r i a  t h a t  f o rm b r a n c h i n g
-
f i l a m e n t s ,  a n d  i n  
s o m e  f a m i l i e s t h e s e  d e v e l o p i n t o  a m y c e l i u m  ( 1 1 ) . A n  a i d 
t o  t h e  c l a s s i f i c a t i o n o f  t h e s e  o r g a n i s m s  i s  c h e m i c a l  a n a l -
y s i s  o f  t h e i r  c e l l  w a l l s . C e l l  w a l l s o f  a l l  f a m i l i e s  1 n  
8 2  
t h e  A c t i n o my c e t a l e s  o r d e r  f a l l i n t o  o n e  o f  f o u r  c a t e g o r i e s  
( T y p e s  I ,  I I , I I I o r  I V ) d e p e n d i n g o n  t h e p r e s e n c e  o r  a b -
s e n c e  o f  d i am i n o p i m e l i c a c i d  ( D A P ) i s o m e r s  ( 7 , 1 1 ) .  T y p e  I 
c e l l w a l l  c o n t a i n s  L L - D A P  a n d  1 s  c h a r a c t e r i s t i c o f  g e n e r a  
i n  t h e  f am i l y S t r e p t o my c e t a c e a e , w h i l e  c e l l  w a l l  t y p e s  I I , 
I I I , a n d  I V  c o n t a i n  m e s o - D A P a n d i s  c h a r a c t e r i s t i c o f  
g e n e r a  i n  t h e f a m i l i e s  M i c r om o n o s p o r a c e a e , A c t i n o ­
my c e t a c e a e , a n d  N o c a r d i a c e a e . S t r e p t o my c e s  s p e c i e s  f o r m  
w e l l  d e v e l o p e d  b r a n c h i n g  a n d  a e r i a l  m y c e l i a  (7 , 1 1 ) .  T h i s  
a e r i a l  my c � l i um t y p i f i e s  t h e  s t r u c t u r a l f e a t u r e s  o f  t h e  
o r g a n i s m  d u r i n g s p o r u l a t i o n  a n d  i s  a n  i m p o r t a n t  c r i t e r i o n  
i n  t h e i d e n t i f i c a t i o n o f  S t r e p t o my c e s  s p p . N o c a r d i a  s p p . 
o c c a s i o n a l l y p r o d u c e a e r i a l  s p o r e s , wh i c h t h e n  m a k e s  d i· f f e r ­
e n t i a t i o n b e t w e e n  t h e  t w o  d i f f i c u l t .  
DAP IS O M E RS IDE NT IFIE D :  L L - D A P  m i g r a t e d  t h e  
f u r t h e s t o n  t h e  c h r o m a t o g r a m , wh i l e D L ( m e s o ) - D A P  l a g g e d  
b e h i n d  L L - D A P  b y  a p p r o x i m a t e l y 3 . 5  e m  f o r  a T L C  r u n  o f  1 6  
h o u r s . S t e p t o my c e s  c a c a o i  a n d N o c a r d i a  a u t o t r oph i c a ,  wh i c h 
w e r e  u s e d  a s  s t a n d a r d s , h a d  d i s t i n c t l y d i f f e r e n t  D A P  i s o -
m e r s . I s o l a t e s  5 ,  1 6 , a n d 2 6  w e r e  s h o w n  t o  c o n t a i n  L L - D A P 
wh i c h b e l o n g s t o  c e l l  w � l l  T y p e  I ,  a n d t h e r e f o r e  t h e s e 
o r g a n i s m s  w e r e  m e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  S t r e p t o my c e s . 
M E L ANIN P I GM E NT :  T h e s e  t h r e e  i s o l a t e s  ( I s o l a t e s  
5 ,  1 6 , a n d  2 6 )  p r o d u c e d  a d a r k b r o w n  m e l a n i n  p i g m e n t  wh i c h 
i s  a l s o  c h a r a c t e r i s t i c o f  s o m e  S t r e p t o my c e s  s p p . I s o l a t e  
8 3  
5 a n d  1 6  p r o d u c e d  a e r i a l  m y c e l i u m c h a r a c t e r i s t i c a l l y  wh i t e  
i n  a p p e a r a n c e , w h i l e  I s o l a t e  2 6  p r o d u c e d  a g r a y a e r i a l  
m y c e l i um . 
C ARBOHYDRATE UTILIZATION: I s o l a t e  5 w a s a b l e  t o  
u s e a w i d e r v a r i e t y  o f  c a r b o n  a n d e n e r g y  s o u r c e s  t h a n  
e i t h e r  I s o l a t e s  2 6  o r  S t r e p t o my c e s  p i l o s u s  ( T a b l e  4 ) .  
T e n t a t i v e  p l a c e m e n t  o f  t h e s e  i s o l a t e s  i n t o  a s p e c i e s 
c l a s s i
-
f i c a t i o n w a s n o t p o s s i b l e w i t h t h e  d a t a  c o l l e c t e d . 
T h e  c a r b o h y d r a t e  u t i l i z a t i o n  s t u d y  w a s  s u f f i c i e n t  t o  
c o n c l u d e  t h a t  I s o l a t e  5 a n d  2 6  a r e n o t t h e s a m e  m i c r o ­
o r g a n i s m s . 
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Tab l a  4 .  Su mma r y  o f  Tex on a m l c  Ch e r ­
e c t a r l s t l c s f a r A l e c h l o r ­
De g r e d l n g Be c t a r l e . 
Hu t n e r ' s Be s e l 
( n a g  c o n t r o l )  
A I e c h  I o ·r 
2-Am l n a e t h ena l 
Ar a b i n o s e  
Ba t e l n e 
Ca l I o b I o s e  
C I t r I c  Ac I d  
F r u c t o s e  
G l u c o s e  
La c t o s e  
Me l o n e t e  
Ma n n i t o l  
Ox e l e t e  
L-P r o  I I n e  
L-Ty r o s l n e 
Sa r c o s i n e 
Su c c i n a t e  
D-Sa r b l t o l  
Su c r o s e  
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CHAP TER 3 
PESTICIDE DEGRADATION BY BACTERIA ISOLATE D  F ROM AN 
AGRICULTURE CH EMICAL SP IL L 
MATERIAL S AND M E TH O DS 
T h e o b j e c t i v e  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  d e t e r m i n e t h e  
a b i l i t y  o f  b a c t e r i a l  i s o l a t e s  o b t a i n e d  f r o m a n  a g r i c u l t u r a l 
c h e m i c a l  s p i l l  t o  c a t a b o l i e a l l y o r  i n c i d e n t a l l y m e t a b o l i z e  
a l a c h l o r a � d / o r t r i f l u r a l i n . C a t a b o l i c  m e t a b o l i s m w a s d e -
t e r m i n e d  b y  i n o c u l a t i n g e a c h o f  t h e  m i c r o o r g a n i s m s  i n t o  a 
m e d i u m c o n t a i n i n g  t h e  p e s t i c i d e  a s  t h e  s o l e  s o u r c e  o f  
c a r b o n a n d  e n e r g y . I f  g r o w t h o c c u r r e d , t h i s  w o u l d  i n d i c a t e  
t h a t  t h e  p e s t i c i d e  w a s s e r v i n g  a s  a c a r b o n  a n d  e n e r g y  
s o u r c e  f o r  t h e  m i c � o o r g a n i s m .  I f  n o  g r o w t h o c c u r r e d , b u t  
t h e  p e s t i c i d e  w a s  d e g r a d e d  i n  t h e p r e s e n c e  o f  a n  a l t e r n a t e  
c a r b o n a n d  e n e r g y  s o u r c e  s u c h  a s  g l u c o s e ,  t h i s  w o u l d  b e  a n  
i n d i c a t i o n  o f  i n c i d e n t a l  m e t a b o l i s m . 
T e c h n i c a l  g r a d e  a l a c h l o r  ( L a s s o )  a n d t r i f l u r a l i n  
( T r e f l a n )  w e r e  u s e d  i n  _ t h e  f o l l o w i n g  d e g r a d a t i o n  s t u d i e � . 
A l a c h l o r a n d t r i f l u r a l i n a r e h e r b i c i d e s  w i t h  m o l e c u l a r  
w e i g h t s  o f  2 6 9 . 7 7 a n d  3 3 5 . 2 9  r e s p e c t i v e l y  ( 7 4 ) . T h e s e  
p e s t i c i d e s  a r e h y d r o p h o b i c  a n d  t h e r e f o r e  l i m i t e d  i n  t h e i r  
/ 
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w a t e r  s o l u b i l i t y . T h e i r  s o l u b i l i t i e s  a r e _ 1 4 0 a n d  2 4  p g / m l  
i n  d i s t i l l e d H 2 o ,  r e s p e c t i v e l y  ( 7 4 ) .  
DETERMINING C ATABOLIC METABOLISM AC TIVITY : 
P e s t i c i d e  m e d i a  w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  a n  i n o r g a n i c  b a s a l  
s a l t s  m e d i um t h a t  c o n t a i n e d  t h e  p e s t i c i d e  a s  t h e  s o l e 
s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d e n e r g y . G r o w t h . o f  t h e i s o l a t e s  i n  
t h i s  m e d i u m  w o u l d  i n d i c i a t e  c a t a b 6 l i c  m e t a b o l i s m . T h e 
b a s a l - s a l t s  m e d i u m c o n t a i n e d  ( p e r  l i t e r )  2 . 7 7 g ,  N a 2 H P 0 4 ; 
2 . 7 7 g ,  K H 2 r o 4 ; 1 . 0  g ,  N H 4 C l ;  2 0  m l  H u t n e r ' s v i t a m i n - f r e e  
m i n e r a l  b a s e ;  p H = 6 . 8  ( 3 0 ) . _ Th i s  w a s r e f e r r e d  t o  a s  H u t -
n e r ' s b a s a l ( H B ) m e d i u m . F i f t y  m l s  o f  H B  b r o t h w a s 
d i s p e n s e d i n t o  2 5 0 E r l e n my e r  f l a s k s  a n d s t e r i l i z e d  b y  a u t o ­
c l a v i n g f o r  2 0  m i n s . a t  1 2 1 ° C a n d a l- l o w e d  t o  c o o l . . S t e r i l e 
p e s t i c i d e  w a s  t h e n  a d d e d  a s  t h e  s o l e s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d 
e n e r g y . S t o c k s o l u t i o n s  o f  p e s t i c i d e s  w e r e  m a d e  b y  d i s -
s o l v i n g t e c h n i c a l  g r a d e  a l a c h l o r a n d t r i f l u r a l i n 1 n  9 5 %  
e t h a n o l . T h i s  w a s f i l t e r  s t e r i l i z e d  ( G e l m a n , 0 . 2 p m )  a n d  
k e p t  r e f r i g e r a t e d u n t i l  u s e d . A l a c h l o r a n d  t r i f l u r a l i n 
w e r e  a d d e d  a s  t h e  s o l e  s o u r e c e  o f  c a r b o n  a n d e n e r g y  t o  H B  
m e d i a  t o  a c h e i v e  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n o f  a p p r o x i m a t e d l y 
1 5 0 a n d  2 5  p g / m l , r e s p e c t i v e l y . I s o l a t e s  H A - 0 0 1 a n d 
H 2 0 - 0 0 2 ,  o b t a i n e d  f r o m a p r e v i o u s  s t u d y  i n  t h i s  l a b o r a t o r y , 
w e r e  i n o c u l a t e d i n t o  e a c h  H B  m e d i u m c o n t a i n i n g a l a c h l o r o r  
t r i f l u r a l i n t o  d e t e r m i n e  t h e i r  c a t a b o l i c  a c t i v i t y . H B  
m e d i u m c o n t a i n i n g n e i t h e r o f  t h e  p e s t i c i d e s  w a s  i n o c u l a t e d 
8 7 . 
a n d s e r v e d  a s  a n e g a t i v e c o n t r o l .  T h e a f f � c t o f  d e g r a -
d a t i o n , i f  a n y , b y  a m i x t u r e  w a s  a s s e s s e d b y  i n o c u l a t i n g  
t h e s e  t w o  i s o l a t e s  a s  a m i x t u r e  i n t o  e a c h  o f  t h e p e s t i c i d e ­
c o n t a i n i n g m e d i u m .  I n  a d d i t i o n , t h e m i x t u r e  o f  H A - 0 0 1  a n d  
H 2 o - o o 2  w e r e  i n o c u l a t e d i n t o  H B  b r o t h c o n t a i n i n g n o  c a r b o n  
a n d  e n e r g y  t o  s e r v e  a s  a n e g a t i v e  c o n t r o l . E a c h  o f  t h e  
m e d i a  w e r e  i n o c u l a t e d w i t h 1 0 0 p l  o f  a w a s h e d  c e l l s u s p e n -
s i o n  o f  t h e i s o l a t e s . T h e w a s h e d  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  p r e -
p a r e d  b y  g r ow i n g  t h e  c e l l s o v e r n i g h t ( 1 8 - 2 4 h r s . ? � n  
n u t r i e n t  b r o t h ( D i f c o ) . O n e .  m l  o f  e a c h  i s o l a t e  w a s  c e n t r i -
f u g e d  f o r  1 0  m i n  ( 1 0 , 0 0 0  x g ) i n  s t e r i l e  1 . 5  m l  p o l y p r o p l y -
e n e m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e s . T h e  b a c t e r i a l  p e l l e t  w a s 
r e s u s p e n d e d  i n  H B  b r o t h a n d  w a s h e d  o n c e  m o r e  b y  c e n t r i ­
f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  1 . 0 m l s  o f  H B  b r o t h . T h e m e d i a  
c o n t a i n i n g  e i t h e r  I s o l a t e s  H A - 0 0 1 o r  H 2 0 - 0 0 2  w e r e i n o c ­
u l a t e d  w i t h 1 0 0 � 1  o f  e a c h i s o l a t e , wh i l e t h e  m e d i a  c o n t a i n ­
i n g  t h e  m i x t u r e  o f  i s o l a t e s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h 5 0  p l  o f  
e a c h i s o l a t e  t o  o b t a i n  t h e  s a m e  a p p r o x i m a t e  b e g i n n i n g  t i t e r  
o f  c e l l s a s  t h e  f o r m e r m e d i a . A f t e r  i n o c u l a t i n g  t h e s e  
m e d i a  w e r e  i n c u b a t e d a t  2 6 ° C o n  a g y r a t o r y  s h a k e r ( N e w 
B r u n s w i c k S c i e n t i f i c C o m p a n y ) a t  1 3 0  r pm . 
DETERM I NATI ON OF GROWTH · : I f  t h e  p e s t i c i d e  w a s  
c a t a b o l i c a l l y  m e t a b o l i z e d , a n  i n c r e a s e 1 n  b i o m a s s w o u l d  
A n  i n c r e a s e  i n  v i a b l e c e l l  c o u n t s  o f  e a c h E r l e n-
m e y e r  f l a s k  w a s  c o n s i d e r e d  a n  i n d i c a t i o n t h a t  g £ o w t h  
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o c c u r r e d . T h e i n i t i a l  b a c t e r i a l  t i t e r  o f  � a c h  f l a s k  w a s 
d e t e r m i n e d b y  w i t h d r aw i n g  o n e  m l  f r o m e a c h o f  t h e  f l a s k s  
a f t e r  i n o c u l a t i n g  w i t h t h e  w a s h e d  c e l l  s u s p e n s i o n . E a c h  o f  
t h e s a m p l e s  w e r e  d i l u t e d s e r i a l l y  b y  t e n- f o l d  d i l u t i o n s  a n d 
0. 1 m l  w a s  p l a t e d o n t o d u p l i c a t e  n u t r i e n t a g a r  p l a t e s  
( D i f c o ) . T h e s e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d a t  2 6 ° C f o r  48 h r s  
a n d  e n u m e r a t e d . S u b s e q u e n t  s a m p l e s  w e r e  t a k e n a t  s p e c i f i c  
i n t e r v a l s  t o  d e t e rm i n e  t h e  v i a b l e c e l l  c o u n t  o f  t h e f l a s k s . 
P EST I C I DE RESI DUE A N ALYS I S :  P e s t i c i d e  r e s i d u e  
c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  q u a n t i f i e d b y  g a s c h r o m a t o g r a p h y  ( G C ) . 
A d e c r e a s e  i n  p e s t i c i d e  r e s i d u e  l e v e l s  o c c u r r i n g w i t h a 
c o n c o m i t a n t  i n c r e a s e i n  b a c t e r i a l  t i t e r s w o u l d  b e  a n  i n d i ­
c a t i o n  o f  c a t a b o l i c  m e t a b o l i s m  o f  a l a c h l o r b y  t h e  i s o l a t e s . 
T o  d e t e r m i n e  t h e  i n i t i a l  r e s i d u e  c o n c e n t r a t i o n , o n e  m l  
s a m p. l e s  w e r e  w i t h d r a w n  f r o m e a c h o f  t h e  f l a s k s  c o n t a i n i n g  
t h e  p e s t i c i d e  a t  t h e  t i m e  o f  i n o c u l a t i o n . T h e s e  s a m p l e s  
t y p i c a l l y w e r e  f r o z e n  a t  - 2 0 G C a n d a n a l y z e d  b y  G C  w h e n  t i m e  
p e r m i t t e d . S � b s e q u e n t  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  a t  s p e c i f i c  t i m e  
i n t e r v a l s  a n d  q u a n t i f i e d b y  G C . I f  a l a c h l o r w a s  b e i n g  c a t a ­
b o l i c a l l y m e t a b o l i z e d  a d e c r e a s e i n  t h e a l a c h l o r c o n c e n t r a ­
t i o n  w o u l d  b e  o b s e r v e d  . . A n  i n d i c a t i o n  o f  i n c i d e n t a l  
m e t a b o l i c  a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e a d d i t i o n o f  a n  
a l t e r n a t e  c a r b o n  a n d  e n e r g y  s o u r � e  t o  e a c h o f  t h e  m e d i a  c o n -
t a i n i n g a l a c h l o r . M e m b r a n e  f i l t e r  ( G e l ma n  0 . 2 p m )  s t e r i l -
i z e d g l u c o s e  w a s  a d d e d  t o  t h e  m e d i a  t o  a c h i e v e  a f i n a l  
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c o n c e n t r a t i o n o f  0 . 1 % .  A f t e r  a d d i t i o n o f  t h e g l u c o s e ,  t h e  
f l a s k s  w e r e  i n c u b a t e d  a n  a d d i t i o n a l s e v e n d a y s , a t  w h i c h 
t i m e  1 . 0 m l  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  a l a c h l o r c o n c e n t r a t i o n  w a s  
d e t e r m i n e d b y  G C . 
A l a c h l o r w a s r e m o v e d  f r o m t h e  b r o t h s a m p l e  b y  
s o l v e n t  e x t r a c t i o n u s i n g t w o  - f i v e  m l  e t h y l a c e t a t e  
( r e a g e n t  g r a d e ) ,  d e p e n d i n g o n  c o n d i t i o n s  o f  t h e  c h r o m a t e -
g r a p h . T h i s  w a s  v i g o r o u s l y  s h a k e n  t o  e n s u r e  t h a t  a l l  
a l a c h l o r w a s  e x t r g c t e d  i n t o  t h e  s o l v e n t . T h i s  w a s q u a n t i ­
f i e d u s i n g a V a r i a n  3 7 0 0  g a s  c h r o m a t o g r a p h  f i t t e d  w i t h a 
f l a m e  i o n i z a t i o n  d e t e c t o r  ( F I D ) . T h e G C  w a s  c o n f i g u r e d  
w i t h a 6 '  x 4 mm i n t e r n a l  d i a m e t e r  ( i d )  c o l u m n  a n d  p a c k e d  
w i t h 3 %  O V - 1 0 1  a d s o r b e n t  o n  C h r om o s o r b  W - H P  s u p p o r t  m e d i u m . 
T h e o v e n t e m p e r a t u r e w a s m a i n t a i n e d  b e t w e e n  2 0 0 - 2 2 5 ° C ,  t h e  
i n j e c t o r t e m p e r a t u r e h e l d  a t  2 3 0 ° C ,  a n d t h e  d e t e c t o r  t e m p e r ­
a t u r e o p e r a t e d a t  3 5 0 ° C .  
T r i f l u r a l i n r e s i d u e  l e v e l s  w e r e  n o t  d e t e r m i n e d . 
T h e t r i f l u r a l i n h a d g o n e o u t  o f  s o l u t i o n a n d  h a d c o n g l o m­
e r a t e d  on  t h e  b o t t o m o f  t h e  E r l e nm e y e r  f l a s k , g i v i n g a 
n o n h o m o g e n e o u s  s o l u t i o n . 
B a s e d o n  t h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  p r e c e d i n g  s t u d i e s , i t  
w a s  d e e m e d  n e c e s a r y t o  d e t e r m i n e  t h e i n c i d e n t a l  m e t a b o l i c  
a b i l i t y  o f  t h e s e  i s o l a t e s  a n d o t h e r s  o b t a i n e d  f r o m t h e  s a m e  
c h � m i c a l  s p i l l . T h i s  w a s  c a r r i e d  o u t b y  d e t e r m i n i n g  i f  
d e c r e a s e s  i n  a l a c h l o r c o n c e n t r a t i o n s  o c c u r r e d  d u r i n g  g r ow t h  
o f  t h e  i s o l a t e s · o n  a n  a l t e r n a t e  c a r b o n a n d e n e r g y s o u r c e  
o t h e r  t h a n  a l a c h l o r . 
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SC REENI NG I SOLATES FOR ALACHLOR D E GRAD ATION BY 
I NC IDENTAL METABOLI SM :  B a s e d  o n  t h e r e s u l t s  o f  t h e  
p r e c e d i n g  s t u d y , a s t u d y  w a s c o n d u c t e d t o  d e t e r � i n e t h e  
i n c i d e n t a l  m e t a b o l i s m o f  a l a c h l o r b y  t h e s e  i s o l a t e s . T h i s  
w a s  a c h i e v e d  b y  p r e p a r i n g  p e s t i c i d e  m e d i a  t h a t  c o n � a i n e d  a 
g r o w t h  s u b s t r a t e  ( g l u c o s e ,  0 . 3 % )  o t h e r t h a n  t h e p e s t i c i d e  
f o r a c a r b o n  a n d e n e r g y  s o u r c e . A f t e r  i n c u b a t i o n o f  t h e  
m e d i a  w i t h t h e i s o l a t e s , p e s t i c i d e  r e s i d u e  l e v e l s  w e r e  
d e t e r m i n e d  b y  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  a s  j u s t  d e s c r i b e d . D e ­
c r e a s e s  i n  a l a c h l o r r e s i d u e  l e v e l s  w o u l d  b e  a n  i n d i c a t i o n  
o f  i n c i d e n t a l  m e t a b o l i s m .  
PES TIC I DE- C ONTAI NING B ROTH MEDIA : 
T r y p t o n e - y e a s t e x t r a c t b r o t h  s u p p l e me n t e d  w i t h  0 . 3 % ( w / v )  
g l u c o s e a .n d  w i t h 1 0 0 p g / m l  a l a c h l o r w a s u s e d  a s  t h e c u l t u r e  
m e d i u m f o r  d e t e rm i n i n g  i n c i d e n t a l  m e t a b o l i s m o f  t h e  
p e s t i c i d e  b y  i h e  b a c t e r i a l  i s o l a t e � . A s t o c k s o l u t i o n  o f  
a l a c h l o r w a s  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  a n d a s e p t i c a l l y 
a d d e d  t o  a u t o c l a v e d  a n d  c o o l e d T Y E  b r o t h m e d i a  t o  a f i n a l 
c o n c e n t r a t i o n o f  a p p r o � i m a t e l y  1 0 0 p g / m l . G l u c o s e  w a s 
f i l t e r  s t e r i l i z e d a n d  a d d e d  t o  t h e m e d i u m  a t  a f i n a l 
c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 3 % ( w / v ) . 
r a p i d  g r o w t h  o f  t h e i s o l a t e s . 
G l u c o s e w a s  . a d d e d  t o  e n s u r e 
F i v e m l s o f  t h i s  p e s t i c i d e  
/ 
b r o t h m e d i a  w e r e  a s e p t i c a l l y  t r a n s f e r r e d  t ·o s t e r i l e 1 6  x 
0 1 5 0  m m  t u b e s  , · c a p p e d  a n d  s t o r e d  a t  5 C . 
T h e i s o l a t e s  f r o m t h e  c h e m i c a l  s p i l l  w e r e  m a i n -
9 1  
t a i n e d  o n  T Y E  b r o t h t h a t  w a s  n o t  s u p p l e m e n t e d  w i t h  p e s t i -
c i d e . I s o l a t e s H 2 0 - 0 0 1 , H 2 0 - 0 0 2 , H A - 0 0 1 ,  H A - 0 0 2 , 
H A - I N O C - 0 0 1 , H A - I N O C - 0 0 2 , H 2 0 - I N O C - 0 0 1 , a n d H 2 0 - I N O C - 0 0 2  
( o b t a i n e d  f r o m a p r e v i o u s  s t u d y ) w e r e  i n o c u l a t e d i n t o  t h e  
p e s t i c i d e  c o n t a i n i n g  b r o t h m e d i a  w i t h  o n e  d r o p f r o m a p a s -
t e u r  p i p e t t e  f r o m 2 4  h r  T Y E  b r o t h c u l t u r e s  o f  · e a c h  o f  t h e  
i s o l a t e s  o b t a i n e d . A o n e  m l  s a m p l e  w a s w i t h d r a w n  f r o m e a c h 
o f  t h e  f r e s h l y  i n o c u l a t e d  t u b e s  t o  b e  u s e d  i n  d e t e rm i n i n g  
t h e  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  a l a c h l o r b y  G C . T h e s e  i n o c -
u l a t e d  t u b e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d f o r f o u r  w e e k s  o n  a t u b e  
0 
r o l l e r  a t  2 6  C .  A f t e r  i n c u b a t i o n  o n e  m l  w a s  w i t h d r a w n  f o r  
u s e  i n  d e t e rm i n i n g p o s t - i n c u b a t i o n a l a c h l o r c o n c e n t r a t i o n s . 
T h e  a l a c h l o r c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  G C  a s  d e s -
c r i b e d  a b o v e . D e c r e a s e s  i n  p o s t - i n c u b a t i o n  a l a c h l o r r e s i -
d u e  l e v e l s  f r om t h e  i n i t i a l  a l a c h l o r l e v e l s  w o u l d  b e  a n  
i n d i c a t i o n o f  i n c i d e n t a l  me t a b o l i s m .  
PLASM I D DNA ISOLATI ON 
A l l  o f  t h e  i s o l a t e s  w e r e  s c r e e n e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  
o f  p l a s m i d  D N A  u s i n g v a r i o u s  s c r e e n i n g p r o c e d u r e s ( 5 , 3 2 ,  
3 5 , 4 9 ) ,  a n d  t o t a l  D N A  w a s  i s o l a t e d u s i n g  a n  e t h i d i u m 
d y e - i s o p y c n i c  c e s i u m c h l o r i d e  g r a d i e n t  p r o c e d u r e  ( 4 3 ) . 
/ 
9 2  
STATISTIC AL AN ALY SIS 
S t a t i s t i c a l  a n a l y s e s  ( r e g r e s s i o n  a n d  T - t e s t )  w e r e 
p e r f o r m e d  o n  a n  I B M - P C  f i t t e d w i t h a n d  8 0 8 7 N u me r i c  D a t a  
P r o c e s s o r u s i n g  t h e S t a t i s t i c s  P r o g r a m , S Y S T A T  ( 7 3 ) . 
I 
RESULTS AND DISC USSION 
S i g n i f i c a n t  g r o w t h o c c u r r e d  f o � I s o l a t e  H A - 0 0 1 
( p = 0 . 0 3 ) , a n d  t h e  m i x t u r e  o f  I s o l a t e s  H A - 0 0 1  a n d  H 2 0 - 0 0 2  
( p = 0 . 0 2 )  i n  t h e  m e d i u m c o n t a i n i n g  a l a c h l o r a s  t h e  s o l e  
s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d  e n e r g y  ( F i g u r e  1 0 ) . N o  s i g n i f i c a n t  
9 3 . 
g r o w t h o c c u r r e d  w i t h I s o l a t e  H 2 0 - 0 0 2  i n  t h i s  m e d i u m ( F i g u r e  
1 0 ) . · I t  s e e m s  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  t h e  i n c r e a s e i n  
t i t e r  o f  t h e m i x t u r e  i s  d u e  t o  I s o l a t e H A - 0 0 1 .  N o  s i g n i f -
i c a n t  g r o w t h o c c u r r e d  w i t h � e i t h e r  o f  t h e s e  t w o  i s o l a t e s  
s e p a r a t e l y o r  a s  a m i x t u r e � n  t h e b a s a l  m e d i u m  n o t  c o n t a i n ­
i n g a c a r b o n  s o u r c e  o r  t h e  b a s a l  m e d i u m c o n t a i n i n g  t r i f l u r ­
a l i n ( F i g u r e s 1 1  a n d  1 2 ) .  T h e s e  t w o  m e d i a  s h o w e d  a t r e n d 
f o r  t h e  t i t e r s  o f  I s o l a t e  H A - 0 0 1 a n d  t h e  m i x t u r e o f  I s o ­
l a t e s  HA - 0 0 1 a n d  H 2 0 - 0 0 2  t o  s l i g h t l y i n c r e a s e w i t h  t i m e , 
w h i l e t h e  t i t e r  o f  H 2 0 - 0 0 2  r e m a i n e d  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t . 
I t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  t i t e r  o f  t h e m i x t u r e 
m a y  b e  d u e  o n l y  t o  t h e  i n c r e a s e  o f  I s o l a t e H A - 0 0 1 .  
t r e n d w a s n o t  s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t . 
T h i s  
A l a c h l o r l e v e l s  s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  � n  
c o n c e n t r a t i o n i n  t h e  m e d i a  t h a t  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h I s o -
l a t e s  H A - 0 0 1  ( p � 0 . 0 0 1 ) ,  H 2 0 - 0 0 2  ( p = 0 . 0 2 5 ) ,  a n d  t h e  m i x t u r e  
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0 5 1 0  1 5  20 
Time In Days 
F i g u r e  1 0 . G r o w t h  o f  t wo i s o l a t e s  o b t a i n e d  f r o m  B r o o k i n g s  
c h em i c a l  s p i l l  i n  b a s a l  m e d i u m w i t h  a l a c h l o r  a s  s o l e  s o u r c e  
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F i g u r e  _ 1 1 . G r o w t h  o f  t wo i s o l a t e s  o b t a i n e d  f r o m  B r o o k i n g s  
c h e m i c a l s p i l l  i n  b a s a l  m e d i u m w i t h  t r i f l u r a l i n  a s  s o l e  
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0 5 1 0  1 5  20 
Time In Days 
F i g u r e  1 2 .  G r o w t h  o f  t wo i s o l a t e s  o b t a i n e d  f r o m  B r o o k i n g s  
c h e m i c a l  s p i l l  i n  b a s a l  m e d i u m  n o t  c o n t a i n i n g a n  a d d i t i o n a l  
s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d  e n e r g y . 
25 
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0 7 1 4  ' 2 1  28 
Time fn Days 
F i g u r e  1 3 .  A l a c h l o r  d e g r a d a t i o n  b y  t wo i s o l a t e s  o b t a i n e d  
f r o m  B r o o k i n g s  c h e m i c a l  s
.
p i l l . T h e  b a s a l  m e d i u m c o n t a i n e d  
a l a c h l o r  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d  e n e r g y . G l u c o s e  a d d e d  
t o  f i n a l c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 3 % o n  d a y  2 1 . 1 0 0 % =  1 5 6 p g / m l  





9 8  
G l u c o s e w a s  a d d e d  o n  d a y 2 1  a n d  t h e n  i n c u b a t i o n c a r r i e d  o u t 
a n  a d d i t i o n a l 7 d a y s , a t  w h i c h t im e  a s a m p l e  w a s  t a k e n  f o r  
G C  a n a l y s i s . M u c h  o f  t h e  d e c r e a s e i n  a 1 a c h l o r o c c u r r e d  
d u r i n g t h i s  f i n a l 7 d a y s o f  i n c � b a t i o n . I t  i s  l i k e l y  t h a t  / 
t h e s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  d e c r e a s e  1 n  a l a c h l o r c o n c e n t r a t i o n 
i s  d u e  t o  t h e  d e c r e a s e  i n  a l a c h l o r c o n c e n t r a t i o n  wh i c h 
o c c u r r e d  a f t e r  t h e a d d i t i o n o f  a n  a l t e r n a t e  c a r b o n  a n d e n e r -
g y  s o u r c e  wh i c h  t h e o r g a n i s m s  w e r e a b l e  t o  u s e  f o r  g r o w t h . 
H a d  t h e  g l u c o s e  n o t b e e n  a d d e d  a s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  
-
a l a c h l o r m i g h t n o t  h a v e  o c c u r r e d . M a t s u m u r a  s t a t e s  t h a t  
t h e  i n c i d e n t a l  m e t a b o l i c  a c t i v i t y  o f  m i c r o o r g a n i s m s 1 n -
c r e a s e s  w i t h t h e  a d d i t i o n  o f  a r e a d i l y  a v a i l a b l e  c a r b o n  a n d  
e n e r g y  s o u r c e  ( 4 8 ) . T h e s e  r e s u l t s  s e e m t o  b e  i n  a g r e e m e n t  
w i t h  M a t s u m u r a . 
E a c h  i s o l a t e  f r o m t h e  c h e m i c a l  s p i l l  d e g r a d e d  
a l a c h l o r . i n c i d e n t a l l y ,  a l t h o u g h t o  v a r y i n g  e x t e n t s ( T a b l e  
5 ) .  I n  t - t e s t a n a l y s i s , t h e  p o s t - i n c u b a t i o n  a l a c h l o r c o n -
c e n t r a t i o ri s  a s  a w h o l e  h a d  s i g n i f i � a n t l y  d e c r e a s e d  f r o m t h e  
p r e - i n c u b a t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  ( p �  0 .  0 0 1 ) .  F i v e  o f  t h e  i s o -
l a t e s  d e g r a d e d  a l a c h l o r t o  l e s s  t h a n  4 0 %  o f  t h e  b e g i n n i n g  
c o n c e n t r a t i o n  ( T a b l e  5 ) .  
PLA S MID DNA IS O LATIO N :  C s C l  c e n t r i f u g a t i o n  g r a d i -
e n t s  y i e l d e d o n l y  o n e  b a n d o f  D N A wh i c h i n � i c a t e d o n l y  c h r o -
m o s o m i l  D N A  w a s  p r e s e n t . T h i s  c o r r e l a t e d w i t h  t h e  r e s u l t s  
o f  t h e  s c r e e n i n g p r o c e d u r e s  wh i c h  i n d i c a t e d t h a t  p l a s m i d  
Tab l e  5 .  A l e c h l o r d e g r a d a t i o n a f � e r  f o u r we e k s  
b y  e i g h t  b e c t e r l e  I s o l a t e d  f r o m  e n  
a g r i c u l t u r a l c h e m i c a l · s p i l l . 
I s o l a t e · Pe r c e n t  A l e c h l o r 
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1 0 0 
D NA w a s n o t p r e s e n t . A p p a r e n t l y , a n y  d e g r a d a t i o n o f  a l a -
c h l o r i s  n o t  d e p e n d a n t  o r  m e d i a t e d b y  p l a s m i d  D N A . I t  w a s  
d e e m e d n e c e s s a r y t o  i s o l a t e  t o t a l  D N A  s i n c e  i t  h a s  b e en 
s h o w n  t h a t  c e r t a i n  P s e u d o m o n a s p l a s m i d s  a r e  n o t  a l w a y s 
d e t e c t a b l e  u s i n g  r a p i d  s c r e e n i n g m e t h o d s  d u e  t o  t h e i r  
i n s t a b i l i t y  ( 7 2 ) . 
1 0 1  
C HAPTE R 4 
ENRIC HME NT FOR MIC ROORGANIS MS UTIL IZING PE S TIC IDE S FOR 
C ARBON , NITROGE N ,  OR P HO S P HORUS SOURC E S .  
MATE RIAL S AND METHODS 
I f  m i c r o o r g a n i s m s a r e  t o  e v o l v e  m e t a b o l i c  p a t h w a y s 
f o r  p e s t i c i d e s  o r  r e c a l c i t r a n t  c o m p o u n d s , t h e y  n e e d  t o  b e  
s t r e s s e d  b y  h i g h c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h a t c o m p o u n d  ( 5 4 ) . 
S o i l s  w h e r e p e s t i c i d e  s p i l l s  h a v e  o c c u r r e d  w o u l d  s e r v e  a s  
s t r e s s e d e n v i r o n m e n t s  f o r  m i c r o o r g a n i s m s . I t  s e e m s  p l a u ­
s i b l e t h a t  t h e s e  s o i l s  w o u l d  h a v e  a h i g h e r p r o b a b i i i t y  o f  
h a r b o r i n g b a c t e r i a  t h a t  h a v e  d e v e l o p e d  p a t h w a y s  t o  d i s s i m­
u l a t e  p e s t i c i d e s . T h i s  w a s t h e  r a t i o n a l e  f o r  e � r i c h i n g  f o r  
t h e s e m i c r o o r g a n i s m s f r o m p e s t i c i d e  c o n t a m i n a t e d s o i l s . 
T h e e n r i c h m e n t  m e d i u m i n c o r p o r a t e d  t h e  p e s t i c i d e  s e r v i n g  a s  
a c a r b o n  a n d e n e r g y , n i t r o g e n ,  o r  p h o s p h o � u s  s o u r c e . 
C a m p a c c i  a n d  o t h e r s h a v e  i s o l a t e d b a c t e r i a  b y  e n r i c h m e n t  
t e c h n i q u e s c a p a b l e  o f  u t i l i z i n g  p e s t i c i d e s  a s  t h e s o l e  
s o u r c e  o f  n i t r o g e n  ( 1 4 , . 1 7 � 1 8 ) . O t h e r  l a b o r a t o r i e s  h a v e  
i s o l a t e d  b a c t e r i a  c a p a b l �  o f  u t i l i z i n g  p e s t i c i d e s  a s  t h e  
s o l e s o u r c e  o f  p h o s p h o r u s  o r  c a r b o n  a n d e n e r g y  u s i n g  
s i m i l a r  t e c h n i q u e s  ( 1 9 ,  6 0 ) . T h e  e n r i c h m e n t  m e d i u m f o r 
p h o s p h o r u s  o r  n i t r o g e n  u t i l i z e r s w o u l d  n e e d  t o  h a v e  a n  
1 0 2 
a d d i t i o n a l o r g a n i c  c o m p o u n d  a d d e d  t o  s e r v e  a s  t h e  c a r b o n 
a n d e n e r g y  s o u r c e , w h i l e t h e  p e s t i c i d e  w o u l d  s e r v e  o n l y  a s  
a n i t r o g e n  o r  p h o s p h o r u s  s o u r c e  ( 1 7 ,  1 9 ) . T h e s e  m e d i a  
w o u l d  f a v o r  g r o w t h  o f  m i c r o o r g a n i s m s  t h a t  h a d  d e v e l o p e d 
d i s s i m u l a t o r y  p a t h w a y s f o r  t h e  p e s t i c i d e . O t h e r  m i c r o ­
o r g a n i s m s  p r e s e n t  f r om t h e s a m p l e  w o u l d  e v e n t u a l l y b e  
e l i m i n a t e d  d u e  t o  t h e i r  i n a b i l i t y  t o  u t i l i z e  t h e  p e s t i c i d e  
a s  a n u t r i e n t . E v e n t u a l l y p e s t i c i d e  d e g r a d i n g  b a c t e r i a  
w o u l d  b e c o me t h e  d o m i n a n t  p o p u l a t i o n  g r o w i n g  i n  t h e  b r o t h 
me d i u m .  
ENR I C H M E NT M ED I A :  A n  i n o r g a n i c  m i n e r a l b a s e  w a s  
u s e d t o  p r o v i d e  t h e  ne c e s s a r y  m i n e r a l r e q u i r e m e n t s  wh i l e 
b e i n g  f r e e  o f  n i t r o g e n ,  p h o s p h o r u s , a n d  o r g a n i c  c o m o u n d s . 
A v i t a m i n  f r e e  m i n e r a l  b a s e  r e f e r r e d  t o  a s  m o d i f i e d B u t ­
n e r ' s  b a s a l  ( M H B ) m e d i um w a s  u s e d . · T h i s  c o n s i s t e d o f  ( p e r  
l i t e r ) ; N a 2 H P 0 4 , 2 . 7 7 g ;  K H 2 P 0 4 , 2 . 7 7 g ;  m o d i f i e d H u t n e r ' s 
v i t a m i n  f r e e  m i n e r a l  b a s e , 2 0  m l ; N H 4 C l ,  1 . 0  g ;  p H = 6 . 8 .  
H u t n e r ' s v i t a m i n  f r e e  m i n e r a l b a s e ( 3 0 )  w a s m o d i f i e d t o  b e  
f r e e  o f  a n y  n i t r o g e n , p h o s p h o r u s , o r  o r g a n i c  c o m p o u n d s . I t  
c o n t a i n e d  p e r l i t e r :  M g S 0 4 . 7 H 2 o ,  1 4 . 4 5 g ;  C a c 1 2 , 2 . 5  g ;  
F e s o 4 . 7 H 2 0 ,  0 . 3 5 g ;  Z n S 0 4 . 7 H 2 o ,  0 . 5 5 g ;  M n S 0 4 . H 2 0 ,  0 . 0 7 7  g ;  
C u s o 4 . 5 H 2 0 ,  0 . 0 1 9 6  g ;  N a 2 B 4 o 7 . 1 0 H 2 0 ,  0 . 0 0 8 9  g ;  N a M o 0 4 . 2 H 2 o ,  
0 . 0 0 1 4  g ;  C o C 1 2 . 6 H 2 o ,  0 . 0 1 0  g .  T h e  v i t a m i n  f r e e  m i n e r a l 
b a s e f o r m e d a p r e c i p i t a t e  u p o n  c o m b i n i n g t h e  c o n s t i t u e n t s · 
t o  d i s t i l l e d  H 2 o .  T o  d i s s o l v e  t h i s , 6 N H C l w a s  a d d e d  
1 0 3  
u n t i l  t h e  p r e c i p i t a t e  w e n t  i n t o  s o l u t i o n  ( 1 0 - 1 5  m l s ) . T h e  
v o l u m e  w a s b r o u g h t u p  t o  1 . 0 1 w i t h d i s t i l l e d  H 2 o a n d  w a s  
s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  ( 1 5 m i n , 1 2 1 ° C ) . 
T o  e n r i c h f o r  m i c r o o r g a n i s m s  c a p a b l e  o f  u s i n g t h e  
p e s t i c i d e  a s  a c a r b o n  a n d  e n e r g y s o u r c e , MH B w a s  u s e d  a s  a 
b a s a l  m e d i u m . T h i s  m e d i u m d i d n o t  c o n t a i n  a s o u r c e  o f  
c a r b o n a n d e n e r g y . F i v e  m l  o f  t h i s  m e d i u m  w a s  a s e p t i c a l l y  
t r a n s f e r e d  t o  s t e r i l e  1 6  x 1 5 0  mm g l a s s  c u l t u r e t u b e s  t h a t  
h a d  b e e n  w a s h e d  t h o r o u g h l y  a n d  r i n s e d t o  r e m o v e  r e s i d u a l 
o r g a n i c  o r  i n o r g a n i c  c o m p �u n d s ( 1 8 )  . . T h i s  b a s a l  m e d i um w a s  
u s e d i n  e nr i c h i n g  f o r  m i c r o o r g a n i s m s u t i l i z i n g  p e s t i c i d e s 
a s  a c a r b o n  a n d  e n e r g y  s o u r c e . 
T h e n i t r o g e n  s o u r c e  ( N H 4 C l )  w a s  o m i t t e d f r om M H B  
me d i um w h e n  t h e  p e s t i c i d e  s e r v e d  a s  t h e  n i t r o g e n  s o u r c e . 
T h u s  t h e  o n l y  a v a i l a b l e  n i t r o g e n  s o u r c e  a v a i l a b l e  w o u l d  b e  
t h e  n i t r o g e n  c o n t a i n e d  w i t h i n t h e  p e s t i c i d e ' s  s t r u c t u r e . 
A l t e r n a t e  s o u r c e s  o f  c a r b o n a n d e n e r g y  w e r e  p r o v i d e d ; 
c o n s e q u e n t l y , a n y g r o w t h o b s e r v e d  o c c u r r e d  b e c a u s e  n i t r o g e n  
c a me f r om t h e  p e s t i c i d e . G l u c o s e ,  s o d i u m  s u c c i n a t e , a n d 
g l y c e r o l  w e r e  f i l t e r  s t e r i l i z e d b y  m e mb r a n e f i l t r a t i o n  ( 0 . 2  
u rn  G e l m a n  A c r o d i s c )  a n d  a d d e d  t o  t h e  s t e r i l e  b a s e  t o  
a c h i e v e  a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f  0 . 0 6 %  ( w / v ) . T h i s  m e d i um 
w a s t h e n  a s e p t i c a l l y a d d e d  t o  s t e r i l e  c u l t u r e  t u b e s  t h a t  
h a d  b e e n  b a k e d  f o r 2 4  h r s . a t  2 3 0 ° C t o  d e c o m p o s e a n d 
v o l a t i l i z e  a n y  c o n t a m i n a t i n g  n i t r o g e n  s a l t s  p r e s e n t  ( 2 ) .  
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T h e p h o s h p a t e  b u f f e r  w a s  o m i t t e d  f r o m M H B a n d  
r e p l a c e d w i t h 5 0  mM t r i s  C t r i s [ h y d r o x y m e t h y l ] a m i n o m e t h a n e ) 
b u f f e r  w h e n  e n r i c h i n g  f o r  m i c r o o r g a n i s m s c a p a b l e  o f  u s i n g  
t h e  p e s t i c i d e  a s  a p h o s p h o r u s  s o u r c e . T h i s  e n r i c h m e n t  b a s e  
w a s p r e p a r e d  b y  s u b s t i t u t i n g  t r i s  b u f f e r  f o r  p h o s p h a t e  b u f ­
f e r  i n  t h e i n o r g a n i c  b a s a l  m e d i um d e s c r i b e d  a b o v e  a n d 
a d j u s t i n g t h e  p H  t o  7 . 2 . A f t e r  s t e r i l i z a t i o n ,  s t e r i l e  
c a r b o n  a n d  e n e r g y  s o u r c e s  w e r e  a d d e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  t o  
a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f  0 . 0 6 %  ( w / v ) . T h i s  e n ri c h m e n t  b a s e  
w a s  t h e n  a s e p t i c a l l y  a d d e �  t o  c l e a n  � t e r i l e  c u l t u r e t u b e s  
t h a t w e r e  � r e e  o f  c o n t a m i n a t i n g p h o p h a t e s . T h e s e  t u b e s  
w e r e  c l e a n e d  b y  s t e e p i n g t h e  g l a s s w a r e i n  h o t  w a t e r  f o r  t w o  
h o u r s , f o l l o w e d  b y  a 2 4  h o u r  imme r s i o n � n  1 5 %  n i t r i c  a c i d 
( 6 0 ) • T h e  n i t r i c  a c i d w a s  r e m o v e d  b y  t h o r o u g h l y  r i n s i n g  i n  
d e i o n i z e d a n d d i s t i l l e d  w a t e r .  
P e s t i c i d e s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  e n r i c h m e n t  b a s e s  t o  
a c h i e v e  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n o f  0 . 1 % p e s t i c i d e  ( w / v ) . 
T a b l e  6 d e s c r i b e s  t h e  v a r i o u s  e n r i c h m e n t s  ( n i t r o g e n , p h o s ­
p h o r u s , o r  c a r b o n  a n d e n e r g y ) p e r f o r m e d  f o r  e a c h  o f  t h e  
p e s t i c i d e s . T h e  e n r i c h m e n t  b a s e s  t h a t  c o n t a i n e d a s o u r c e  
o f  n i t r o g e n  ( N H 4 C l )  o r  p h o s p h o r u s  ( P 0 4
- 3 ) w e r e s u p p l e m e n t e d  
w i t h a t e c h n i c a l  g r a d e  p e s t i c i d e  t o  s e r v e  a s  t h e  s o u r c e  o f  
c a r b o n  a n d e n e r g y . 
Tab l e  6 .  En r i c h me n t s  p e r f q r me d  w i t h ve r l n u �  p e s t i c i d e s  a d d e d  
e s  � l t h e r c � r � o n e n d  e n e r g y , n i t r o g e n , . o r  p h o s p h o r u s · 
Pe s t i c i d e 
A l e c h l o r * 
At r e z l n e * 
EPTC * 
'· f 
s o u.r c e s . 
T r I f I u r e I I ·n * 
Pe.r e t h  I o n  ** 
Ch l o r p y r l f o s  ** 
Fo n o f o s  ** 
* Herb ic ide 
•• In•ect l� lde 
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T h e s e  w e r e  a l a c h l o r ( L a s s o ) , a t r a z i n e ( A a t r e x ) , c a r b o f u r a n  
( F u r a d a n ) , c h l o r p y r i f o s  ( D u r s b a n ) , E P T C  ( E p t a m ) , f o n o f o s  
( D y f o n a t e ) , p a r a t h i o n  ( E t h y l p a r a t h i o n ) , a n d t r i f l u r a l i n 
( T r e f l a n ) . T h e s e  p e s t i c i d e s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  9 5 %  e t h a n o l 
( 1 0 %  w / v )  a n d  5 0  u l  a d d e d  t o  s t e r i l e b a s a l  s a l t s  m e d i a  t o  
a c h i e v e  a f i n a l c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 1 % .  
T h e  e n r i c h m e n t  b a s e s  t h a t  c o n t a i n e d  s o u r c e s  o f  
c a r b o n  a n d  e n e r g y  ( g l u c o s e ,  g l y c e r o l , s o d i u m s u c c i n a t e )  b u t  
a b s e n t  i n  n i t r o g e n  o r  p h o s p h o r u s  w e r e  s u p p l e m e n t e d  w i t h 
p e s t i c i d e s  t o  s e r v e  a s  t h � t  s o u r c e . A l a c h l o r , a t r a z i n e , 
E P T C , a n d  t r i f l u r a l i n c o n t a i n  n i t r o g e n  a t o m s  w i t h i n  t h e i r  
s t r u c t u r a l  m a k e u p . T h e s e  c h e m i c a l s  w e r e  a d d e d  t o  e n r i c h ­
m e n t  b a s e s  a b s e n t i n  N H 4 C l  t o  a c h i e v e  a 0 . 1 % ( w / v )  c o n c e n ­
t r a t i o n ; t h u s i f  g r o w t h w a s o b s e r v e d  n i t r o g e n w o u l d  h a v e  
b e e n  d e r i v e d  f r o m t h e  p e s t i c i d e . P a r a t h i o n , c h l o r p y f i f o s , 
a n d  f o n o f o s  w e r e  a d d e d  t o  e n r i c h m e n t  b a s e s  t h a t  d i d n o t  c o n ­
t a i n  a p h o s p h o r u s  s o u r c e  s i n c e  t h e s e  p e s t i c i d e s c o n t a i n  
p h o s p h o r u s  a t o m s  w i t h i n t h e i r  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e s . 
SO I L S USED AS I NO C ULUM: S o i l s  w e r e o b t a i n e d  f r o m 
S o u t h D a k o t a  S t a t e  U n i v e r s i t y ' s P e s t i c i d e  L a b o r a t o r y . 
T h e s e  s o i l s  c o n t a i n e d  v a r y i n g l e v e l s  o f  c o m m e r c i a l  f o r m u -
l a t i o n s  o f  p e s t i c i d e s  r e s u l t i n g  f r o m 1 n  s i t u  s p i l l . I t  w a s 
p l a u s i b l e  t h a t  a p o p u l a t i o n o f  m.i c r o o r g a n i s m s h a d  b e e n  
e n r i c h e d  f o r  i n  t h e s e  s o i l s  d u e  t o  t h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  
o f  p e s t i c i d e  a v a i l a b l e . P e s t i c i i e  s p i l l s o i l s w e r e  
/ 
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o b t a i n e d  f o r a l a c h l o r , a t r a z i n e , E P T C , p a r a t h i o n , a n d  
t r i f l u r a l i n .  T w o  n o n - s p i l l  s o i l s  w e r e  u s e d  a s  s o u r c � s  o f  
i n o c u l um . T h e s e t w o s o i l s , o b t a i n e d  f r o m t h e  S o u t h D a k o t a  
S t a t e  U n i v e r s i t y  P l a n t  S c i e n c e  D e p a r t m e n t , w e r e c l a s s i f i e d 
a s  l o a m s  a n d h a d  p r e v i o u s  h i s t o r i e s  o f  f o n o f o s  a n d  c h l o r -
p y r i f o s  u s e . O n  t h e s e  s o i l s , t h e  i n s e c t i c i d e  h a d  f a i l e d  t o  
c o n t r o l c o r n r o o t w o rm ( O . D .  W a l g e n b a c h , S D S U  P l a n t  S c i e n c e  
D e p t . ;  p e r s o n a l c o mm u n i c a t i o n ) . T h e s e  s o i l s  w e r e  t h o u g h t  
t o  c o n t a i n  _ a p o p u l a t i o n o f  m i c r o o r g a n i s m s  c a p a b l e o f  r a p ­
i d l y  d e g r a d i n g  f o n o f o s  a n d c h l o r p y r ± f o s . 
O n e - h a l f  t o  o n e  g r a m o f  s o i l  w a s  u s e d  a s  i n o c u l um 
f o r e a c h o f  t h e  f o l l o w i n g e n r i c h m e n t s . S o i l s  o b t a i n e d  f r o m 
t h e  a l a c h l o r , a t r a z i n e , E P T C , t r i f l u r a l i n , a n d p a r a t h i o n 
s p i l l s w e r e  i n o c u l a t e d i n t o  e a c h e n r i c h m e n t  m e d i u m c o n t a i n ­
i n g a l a c h l o r ,  a t r a z i n e , E P T C , t r i f l u r a l i n , a n d  p a r a t h i o n , 
a s  t h e  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d e n e r g y , r e s p e c t i v e l y . 
T h e s e  s a m e  s o i l s w e r e  t h e n  i n o c u l a t e d i n t o  e a c h e n r i c h m e n t  
m e d i u m c o n t a i � i n g  a l a c h l o r , a t r a z i n e , E P T C , a n d  t r i f l u r a l i n 
a s  t h e  n i t r o g e n  s o u r c e , r e s p e c t i v e l y . S o i l  o b t a i n e d  f r om 
t h e  p a r a t h i o n  s p i l l  w a s u s e d a s  i n o c u l u m f o r  e n r i c h i n g  f o r  
m i c r o o r g a n i s m s u s i n g p a r a t h i o n a s  e i t h e r  a c a r b o n  a n d e n e r -
g y  s o u r c e  o r  a s  a p h o s p h o r u s  s o u r c e . S o i l  f r o m f o n o f o s  a n d  
c h o r p y r i f o s  f a i l u r e f i e l d s  w e r e  i n o c u l a t e d  i n t o  e n r i c h m e n t  
m e d i a  _ c o n t a i n i n g f o n o f o s  a n d  c h l o r p y r i f o s  a s  t h e s o l e  
s o u r c e  o f  c a r b o n a n d  e n e r g y  r e s p e c t i v e l y . T h e s e  t w o s o i l s 
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w e r e  a l s o  i n o c u l a t e d i n t o  e n r i c h me n t  m e d i a  c o n t a i n i n g f o n o ­
f o s  a n d  c h l o r p y r i f o s  a s  t h e  s o l e  s o u r c e  o f  p h o s p h o r u s . 
T h e s e  e n r i c h m e n t  m e d i a  w e r e  t h e n i n c u b a t e d a t  amb i ­
e n t  t e m p e r a t u r e  ( 2 2 - 2 3 ° C )  o n  a t u b e  r o l l e r  ( 4 0 r p m )  f o r  a n  
i n c u b a t i o n p e r i o d o f  t h r e e  w � e k � . T w o  d r o p s o f  e a c h e n r i c h ­
m e n t  b r o t h w a s t r a n s f e r r e d  t o  a s e c o n d a r y e n r i c h m e n t  c u l ­
t u r e  t u b e  c o n t a i n i n g t h e  s a m e  c o m p o n e n t s  a n d a l l o w e d  t o  
i n c u b a t e f o r  t w o  w e e k s  u n d e r  t h e  s a m e  c o n d i t i o n s . A f t e r  
i n c u b a t i o n  t h e y  w e r e  s u b c u l t u r e d  a g a i n b y  t r a n s f e r r i n g o n e  
d r o p  t o  a n e w  e n r i c h m e n t  c_u l t u r e  t u b e . A f t e r  a n o t h e r  
t w o - w e e k  i n c u b a t i o n  p e r i o d a n  a d d i t i o n a l s u b c u l t u r e  w a s 
m a d e b y  t r a n s f e r r i n g  o n e  l o o p  o f  i n o c u l u m t o  f r e s h  e n r i c h -
m e n t  c u l t u r e t u b e s . B a c t e r i a  w e r e  s t r e a k e d  f o r  i s o l a t i o n  
w h e n  g r o w t h  w a s a p p a r e n t b y  v i s u a l t u r b i d i t y 1 n  t h e  c u l t u r e  
t u b e s . 
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RES ULTS AND DIS C U S S IO N  
G r o w t h  w a s  e v i d e n t  i n  f i n a l  e n r i c h m e n t  m e d i a  t h a t  
c o n t a i n e d  t h e  p e s t i c i d e  a s  s o l e s o u r c e  o f  c a r b o n a n d  e n e r ­
g y . M o d i f i e d  B u t n e r ' s b a s a l  ( MH B ) m e d i u m  n o t  s u p p l e m e n t e d  
w i t h  a c a r b o n  a n d  e n e r g y  s o u r c e  s e r v e d  a s  a n e g a t i v e  c o n -
t r o l f o r  g r o w t h . G r o w t h  d i d  n o t  o c c u r  i n  t h e s e  n e g a t i v e  
c o n t r o l s  w h e n  s u b c u l t u r e d  f r o m e n r i c hm e n t  b r o t h s  t h a t  e x h i b -
i t e d g r o w t h . T h i s  w a s e x p e c t e d  . . G r ow t h o c c u r r e d  i n  M H E  
s u p p l e m e n t e d w i t h 9 5 %  e t h � n o l s u g g e s·t i n g  t h a t  e t h a n o l m a y  
h a v e  s e r v e� a s  a c a r b o n a n d e n e r g y  s o u r c e  f o r t h e s e  m i c r o -
o r g a n i s m s . T y p i c a l l y ,  t h e s e  o r g a n i s m s w e r e  G r a m ' s n e g a t i v e  
r o d s . I t  1 s  p o s s i b l e t h a t  t h e s e m i c r o o r g a n i s m s  c o u l d  b e  
m e m b e r s  o f  rh e g e n u s  P s e u d o m o n a s , a l t h o u g h n o  t a x o n o m i c  
a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d . B e r g e y ' s  · M a n u a l o f  S y s t e m a t i c  
B a c t e r i o l o g y  l i s t  s e v e r a l p s e u d o m o n a d s c a p a b l e  o f  g r o w t h 
w i t h e t h a n o l p r o v i d e d  a s  t h e  o n l y  s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d e n e r -
g y  ( 4 1 ) .  
N o  g r o w t h  w a s e v i d e n t  1 n  e n r i c h m e n t  m e d i a  c o n t a i n ­
i n g  t h e  p e s t i c i d e  a s  a s o l e  s o u r c e  o f  n i t r o g e n  o r  p h o s -
p h o r u s . T w o  e x p l a n a t i o n s  f o r  t h i s  o b s e r v a t i o n  a r e  
p o s s i b l e : 
1 .  A p p a r e n t l y  t h e s e  s o i l s  d i d n o t  h a r b o r  m i c r o ­
o r � a n i s m s c a p a b l e  o f  u s i n g t h e  p e s t i c i d e s  a s  n i t r o g e n  o r  
p h o s p h o r u s s o u r c e s . T h i s  1 s  i n c o n s i s t e n t  w i t h r e s u l t s  o f  
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i n v e s t i g a t o r s  w h o h a v e  i s o l a t e d m i c r o o r g a n i s m s  u t i l i z i n g  
p e s t i c i d e s  f o r  e i t h e r  n i t r o g e n  o r  p h o s p h o r u s  s o u r c e s  w i t h 
r e l a t i v e  e a s e  ( 1 4 ,  1 7 ,  1 8 , 1 9 ) .  
2 .  T h e  i n o c u l um c o n t a i n e d  n i t r o g e n  o r  p h o s p h o r u s  
t h a t  a l l o w e d g r o w t h  o f  mo s t  s o i l  m i c r o o r g a n i s m s  p r e s e n t , 
t h e r e b y  o v e r g r o w i n g a n d  e l i m i n a t i n g  t h e  b a c t e r i a  c a p a b l e  o f  
u t i l i z i n g  t h e  p e s t i c i d e s  f o r  a n i t r o g e n  o r  p h o s p h o r u s  
s o u r c e . I n  e f f e c t , t h e  n i t r o g e n  a n d  p h o s p h o r u s  e n r i c h m e n t s  
w e r e u n s u c c � s s f u l . 
/ 
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CON C LUSIONS 
A l a c h l o r w a s  f o u n d  t o  b e  m o r e  e a s i l y d e g r a d e d  t h a n  
e� t h e r c a r b o f u r a n  o r  d i c a mb a w i t h  i s o l a t e s  o b t a i n e d  f r o m  
c u l t i v a t e d  f i e l d s . T h e s e  o r g a n i s m s d e g r a d e d  a l a c h l o r b y  
i n c i d e n t a l  m e t a b o l i s m  a n d  a s  s u c h w e r e  n o t c a p a b l e  o f  u s i n g  
a l a c h l o r a s  a s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d  e n e r g y  ( 4 8 ) . T w o  o f  
t h e s e · i s o l a t e s  u s e d  i n  s u b s e q u e n t  s t u d i e s  w e r e  c a p a b l e  o f  
d e g r a d i n g  a ·l a c h l o r  i n  i n  v i t r o b r o t h a n d  i n  i n  v i t r o  s o i l  
s l u r r i e s  a t  c o n c e n t r a t i o n �  l e s s t h a n  5 5 0  p p m .  H i g h e r a l a -
c h l o r c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l a c h l o r i n  t h e s o i l  s l u r r y w e r e 
n o t  d e g r a d e d .  W h e t h e r  t h i s  w a s  d u e  t o  a l a c h l o r b e i n g  t o x i c  
o r  i t s  d e g r a d a t i o n n o t  b e i n g  d e t e c t e d  i s  n o t  k n o w n . T h e s e 
f i n d i n g s  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  r e p o r t e d  b y  M a t s um u r a  a n d  
o t h e r s  ( 3 4 ,  4 8 ) .  
I n d i g e n o u s  s o i l  m i c r o b i a l  p o p u l a t i o n s  w e r e  d e t e r ­
m i n e d t o  b e  c a p a b l e  o f  d e g r a d i n g  a l a c h l o r w h e n  t h e i r  m e t a ­
b o l i c  a c t i v i t y  w a s  i n c r e a s e d  b y  t h e  a d d i t � o n  o f  g l u c o s e .  
I s o l a t e s  o b t a i n e d  f r o m a n  a g r i c u l t u r a l c h e m i c a l s p i l l w e r e  
a l s o  c a p a b l e  o f  i n c i d e n t a l l y d e g r a d i n g  a l a c h l o r ; b u t  w e r e  
n o t  c a p a b l e  o f  u s i n g  a l a c h l o r a s  a s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n  
a n d  e n e r g y . I t  s e e m s  l i k e l y  t h a t t h e s e  o r g a n i s m s  w e r e  
s e l e c t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  s u r v i v i n g  e x t r e m e  c o n d i t i o n s  
i mp � s e·d b y  t h e  c h e m i c a l  s p i l l , r a t h e r  t h a n  o n  t h e  b a s i s  o f  
b e i n g  e n r i c h e d f o r  a l a c h l o r d e g r a d a t i o n  c a p a b i l i t y . T h e s e 
/ 
s a m e  m i c r o o r g a n i s m s w e r e  n o t  a b l e  t o  u s e a l a c h l o r  a s  a 
c a r b o n  a n d  e n e r g y  s o u r c e  a n d  t h e r f o r e  w e r e p r o b a b l y  n o t  
s e l e c t i v e l y  e n r i c h e d  f o r  o n  t h i s  b a s i s . F u r t h e r m o � e , 
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a l a c h l o r  d e g r a d a t i o n b y  t h e s e m i c r o o r g a n i s m s s e e m s  t o  b e  
c h r o m o s o m a l l y m e d i a t e d  s i n c e  p l a s m i d  D N A  w a s  n o t  d e t e c t e d  
i n  a n y  o f  t h e s e  i s o l a t e s . 
F U TURE WORK : T h e  f a t e  o f  a l a c h l o r  n e e d s  t o  b e  
s t u d i e d  f u t h e r b y  c h a r a c t e r i z i n g  m e t a b o l i t e ( s )  r e s u l t i n g  
f r o m  i t s  d e � r a d a t i o n . T h e g o a l o f  s u c h r e s e a r c h w o u l d  b e  
t o  e nh a n c e  d e g r a d a t i o n  o f  
-
e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t s s o  a s  t o  
e l i m i n a t e  t h e i r  p r e s e n c e  i n  t h e e n v i r o n m e n t . C o m p l e t e  m i n -
e r a l i z a t i o n  o f  t h e  t a r g e t c o mp o u n d  w o u l d  b e  d e s i r a b l e  s i n c e  
m e t a b o l i t e s  m i g h t a l s o  p o s e e n v i r o nm e n t a l c o n c e r n s . 
R e s e a r c h b y  m a n y  i n v e s t i g a t o r s  h a s  s h o w n  t h a t  c o m-
p l e t e  m i n e r a l i z a t i o n o f  s o me e n v i r o nm e n t a l  
c u r s b y  m i c r o b i a l  c o mmu n i t i e s . O n e  m e m b e r  
p o l l u t a n t s  o c ­
o f  t h e  c o mmu n i t y  
i n c i d e n t a l l y m e t a b o l i z e s a c o m p o u n d  wh i c h t h e n  i s  s u b s e ­
q u e n t l y  u s e d  a s  a s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d  e n e, r g y f o r o t h e r  
m i c r o o r g a n i s m s . M a n y  r e s e a r c h e r s  i n i t i a t e  d e g r a d t i o n  s t u d -
i e s  u s i n g  p u r e  c u l t u r e t e c h n i q u e s . S i n c e  s o i l  c o n t a i n s  a 
m u l t i t u d e  o f  o r g a n i s m s � i t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  m a n y  m o r e  
m i c r o b i a l  c o mmu n i t y  i n t e r a c t i o n s  r e m a i n  t o  b e  d i s c o v e r e d . 
T h e  p o s s i b i l i t y o f  m i n e r a l i z i n g  a l a c h l o r  b y  t h e  a c t i o n o f 
t w o  o r  m o r e  m i c r o o r g a n i s m s  w o u l d  b e  a w o r t h w h i l e e n d e a v o r 
a n d s h o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d . T h i s  a s p e c t  h a s  b e e n  i g n o r e d  
/ 
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i n  t h e  p a s t b u t  m a y  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  d e g r a ­
d a t i o n a n d  m i n e r a l i z a t i o n o f  m a n y  o t h e r  e n v i r o n m e n t a l 
p o l l u t a n t s a s  w e l l .  
L ITERATURE C ITED 
1 .  A l e x a n d e r ,  M .  1 9 7 7 . S o i l M i c r o b i o l o g y , 2 n d  e d .  
W i l e y  a n d  S o n s , N ew Y o r k . 
2 .  B a i l a r , J . C .  J r . , T .  M o e l l e r ,  
M . E . C a s t e l l i o n , a n d  C .  M e t z . 
d e m i c P r e s s , N e w Y o r k . 
J .  K l e i n b e r g , C . O .  
1 9 7 8 . C h e m i s t r y .  
J o h n  
G u s s , 
A c a -
1 1 4 
3 .  B a r i k , S . , a n d  D . M .  M u n n e c k e . 1 9 8 2 . E n z y m a t i c  h y d r o l ­
y s i s  o f  c o n c e n t r a t e d  d i a z i n o n  i n  s o i l .  B u l l .  E n v i r o n . 
C o n t a m . T o x i c o l .  2 9 : 2 3 5 - 2 3 9 .  
4 .  B a r l e s , R . W . , C . G .  D a u g h t o n ,  a n d  D . P . H .  H s i e h .  1 9 7 9 . 
5 . 
A � c e l e r a t e d p a r a t h i o n  d e g r a d a t i o n  i n  s o i l  i n o c u l a t e d  
w i t h a c c l i m a t e d b a c t e r i a  u n d e r  f i e l d c o n d i t i o n s . A r c h . 
E n  v i r o n· . C o n  t a m  . T o x  i c o 1 . 8 : 6 4 7 - 6 6 0 . 
B a r n e s , W . M . · 
s i n g 1 e. c o 1 o n  y 
1 9 7 7 . F l a s m i d  d e t e c t i o n a n d  s i z i n g  i n  
l y s a t e s . S c i e n c e  1 9 5 : 3 9 3 - 3 9 4 . 
6 .  B a u e r , S . R . , E . M .  W o o d , a n d  R . W .  T r a x l e r .  1 9 7 9 .  C o ­
o x i d a t i o n  o f  2 , 4 - d i c h l o r 9 p h e n o x y a c e t a t e  b y  P s e u d o m o n a s  
s p .  I n t . B i o d e t e r i o r . B u l l .  1 5 : 5 3 - 5 6 . 
7 .  B e c k e r ,  B . , M . P .  L e c h e v a l i e r , R . E . G o r d o n , a n d  H . A .  
L e c h e v a l i e r . 1 9 6 4 . R a p i d  d i f f e r e n t i a t i o n  b e t w e e n  
N o c a r d i a  a n d  S t r e p t o my c e s  b y  � a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  o f  
w h o l e - c e l l  h y d r o l y s a t e s . A p p l .  M i c r o b i a l . 1 2 : 4 2 1 - 4 2 3 . 
8 .  B o l l a g , J . -M .  1 9 8 2 . M i c r o b i a l  me t a b o l i s m o f  p e s t i ­
c i d e s , p .  1 2 5 - 1 6 8 . I n  J . P .  R o s a z z a  ( e d . ) ,  M i c r o b i a l  
t r a n s f o r m a t i o n s  o f  b i o a c t i v e  c o m p o u n d s , V .  1 1 .  C R C 
P r e s s , B o c a  R a t o n . 
9 .  B o l l a g , J . -M . , S . - Y .  L i u .  1 9 7 2 . H y d � o x y l a t i o n s  o f  
c a r b a r y l b y  s o i l  f u n g i . N a t u r e  2 3 6 : 1 7 7 - 1 7 8 . 
1 0 . B o l l a g , J . - M . , a n d  S . - H .  L i u . 
s e v i n b y  s o i l  m i c r o o r g a n i s m s . 
3 : 3 3 7 - 3 4 5 . 
1 9 7 1 . D e g r a d a t i o n  o f  
S o i l B i o l . B i o c h e m .  
1 1 .  B u c h a n a n , R . E . , a n d  N . E . G i b b o n s  ( e d . ) .  1 9 7 4 . 
B e r g e y ' s  m a n u a l  o f  d e t e r m i n a t i v e b a c t e r i o l o g y . ' 8 t h  e d . 
T h e  W i l l i a m s  a n d  W i l k i n s  C o . � B a l t i m o r e . 
1 1 5 
1 2 .  B r i d s o n , E . Y . , a n d  A .  B r e c k e r . 1 9 7 0 . D e s i g n  a n d  f o rm u ­
l a t i o n  o f  m i c r o b i a l  c u l t u r e  m e d i a , p .  2 2 9 - 2 9 5 . I n  J . R .  
N o r r i s ,  a n d R i b b o n s  ( e d . ) ,  M e t h o d s  i n  M i c r o b i o l o g y : 3 A .  
A c a d e m i c P r e s s , N e w Y o r k . 
1 3 . B u m p u s ,  J . A . , M .  T i e n , D .  W r i g h t , a n d  S . T .  A u s t . 1 9 8 5 . 
O x i d a t i o n  o f  p e r s i s t e n t e n vi r o n me n t a l  p o l l u t a n t s b y  a 
w h i t e  r o t  f u n g u s . S c i e n c e � 2 8 : 1 4 3 4 - 1 4 3 6 . 
1 4 . C a mp a c c i , E . F . , P . B .  N e w , a n d  Y . T .  T e h a n . 1 9 7 7 . I s o l a ­
t i o n  o f  a m i t r o l e - d e g r a d i n g  b a c t e r i a . N a t u r e 
2 6 6 : 1 6 4 - 1 6 5 . 
1 5 . C h a t e r ,  K . F . , D . A .  H o p w o o d , T .  K i e s e r ,  a n d  C . J �  
T h o mp s o n .  1 9 8 2 . G e n e c l o n i n g  i n  S t r e p t o my c e s , p .  
6 9 - 9 5 . I n  P . R .  H o f s c h n e i d e r ,  a n d  W .  G o e b e l ( e d . ) ,  G e n e  
c l o n i n g · i n  o r g a n i s m s  o t h e r  t h a n  E .  c o l i . 
S p r i n g e r � V e r l a g , N e w  Y o r k . 
1 6 . C h a t t e .r j e e , D . K . , J . J . K i 1 b a n e , a n d A . M . C h a k r a b a r t y • 
1 9 8 2 .  B i o d e g r a d a t i o n  o f  2 , 4 , 5 - t r i c h l o r o p h e n o y a c e t i c  
a c i d i n  s o i l b y  a p u r e  c u l t u r e  o f  P s e u d o m o n a s c e p a c i a . 
A p p l .  E n v i r o n . M i c r o b i o l . 4 4 : 5 1 4 - 5 1 6 . 
1 7 . C o o k , A . M . , R .  H u t t e r . 1 9 8 1 . D e g r a d a t i o n o f  s - t r i a ­
z i n e s : A c r i t i c a l  v i e w o f  b i o d e g r a d a t i o n , p .  2 3 7 - 2 4 9 . 
I n T .  L e i s i n g e r ,  R .  H u t t e r ,  A . M .  C o o k , a n d  J .  N u e s c h 
"'(;d . ) ,  M i c r o b i a l  d e g r a d a t i o n o· f  x e n c;> b i o t i c s  a n d 
r e c a l c i t r a n t  c o m p o u n d s . A c a d e m i c P r e s s ,  L o n d o n . 
1 8 . C o o k , A . M . , a n d  R .  H u t t e r . 1 9 8 1 . s - T r i a z i n e s a s  
n i t r o g e n  s o u r c e s  f o r  b a c t e r i a .  J .  A g r i c . F o o d  C h e m . 
2 9 : 1 1 3 5 - 1 1 4 3 . 
1 9 . C o o k , A . M � , C . G .  D a u g h t o n , a n d . M .  A l e x a n d e r .  1 9 7 8 . 
P h o s p h o n a t e  u t i l i z a t i o n b y  b a c t e r i a . ' J .  B a c t e r i a l . 
1 3 3 : 8 5 - 9 0 . 
2 0 .  D a g l e y , S .  i 9 8 1 . N e w p e r s p e c t i v e s i n  a r o m a t i c  c a t a b o ­
l i s m , p .  1 8 1 - 1 8 8 . I n T .  L e i s i n g e r ,  R .  H u t t e r ,  A . M .  
C o o k , a n d  J .  N u e s c h  ( e d . ) ,  M i c r o b i a l  d e g r a d a t i o n o f  
x e n o b i o t i c s a n d  r e c a l c i t r a n t  c o m p o u n d s .  A c a d e m i c 
P r e s s. , L o n d o n ·. 
2 1 . D a u g h t o n ,  C . G . , D . P . H .  H s i e h .  1 9 7 7 . P a r a t h i o n u t i l i z a ­
t i o n  b y  b a c t e r i a l  s y mb i o n t s  � n a c h e m 6 s t a t . A p p l .  
E n v i r o n . M i c r o b i o l . � : 1 7 5 - 1 8 4 . 
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2 2 . D a v i s ,  R . W . , D .  B o t s t e i n ,  a n d  J . R . R o t h . 1 9 8 0 . 
A d v a n c e d  b a c t e r i a l  g e n e t i c s . C o l d  S p i i n g  H a r b o r , N e w 
Y o r k . 
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2 3 . E n s i g n , J . C .  1 9 7 8 . F o r m a t i o n ,  
t i o n  o f  a c t i n o my c e t e  s p o r e s , p .  
( e d . ) ,  A n n . R e v . M i c r o b i o l : 3 2 . 
p r o p e r t i e s , a n d  g e r m i n a -
1 8 5 - 2 1 9 . I n  M . P .  S t a r r  




P a l o  A l t o . 
2 4 . F i s h e r ,  P . R . , J .  A p p l e t o n ,  a n d  J . M .  P e m b e r t o n . 1 9 7 8 . 
I s o l a t i o n a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n o f  t h e  p e s t i c i d e ­
d e g r a d i n g  p l a s m i d  p J P l f r o m  A l c a l i g e n e s p a r a d o x u s . J .  
B a c t e r i o l .  1 3 5 : 7 9 8 - 8 0 4 . 
2 5 . G a u g e r ,  W . K . , J . M .  M a c D o n a l d , N . R .  A d r i a n , D . P .  
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o £  a s t r e p t o my c e t e  g r ow i n g  o n  o r g a n o p h o s p h a t e  a n d  c a r ­
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1 5 : 1 3 7 - 1 4 1 . 
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N e s t e r ,  W . A .  W o o d , N . R .  K r i e g , a n d G . B .  
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2 8 . G o o d h u e , C . T .  1 9 8 2 . T h e m e t h o d o l o g y  o f  m i c r o b i a l  t r a n s ­
f o r m a t i o n o f  o r g a n i c  c o m p o u n d s , p .  9 - 4 4 . I n  J . P .  
R o s a z z a  ( e d . ) ,  M i c r o b i a l t r a n s f o rm a t i o n s  o�b i o a c t i v e 
c o m  p o· u n d s , V . 1 . C R C P r e s s , B o c a R a t o n . 
2 9 . G o r i n g , C . A . I · . ,  a n d  D . A .  L a s k ow s k i .  1 9 8 2 . T h e e f f e c t s  
o f  p e s t i c i d e s  o n  n i t r o g e n  t r a n s f o r ma t � o n s  i n  s o i l s , p .  
6 8 9 - 7 2 0 . I n  F . J .  S t e v e n s o n  ( e d . ) ,  N i t r o g e n  1 n  
a g r i c u 1 t u r � s o i 1 s . �� a d  i s o n  , W i s c o n s  i n  . 
3 0 . G u i r a r d , B . M . , a n d  E . S .  S n e l l .  1 9 8 1 . B i o c h e m i c a l  f a c ­
t o r s  i n  g r o w t h , p .  7 9 - 1 1 1 . I n  P .  G e r h a r d t , R . G . E . 
M u r r a y , · R . N .  C o s t i l ow ,  E . W . Ne s t e r , W . A .  W o o d , N . R .  
K r i e g , a n d  G . B .  P h i l l i p s  ( e d . ) �  M a n u a l o f  m e t h o d s  f o r 
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W a s h i n g t o n , D . C .  
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3 2 .  H a n s e n , J . B . , a n d  R . H .  O l s e n .  1 9 7 8 . I s o l a t i o n o f  
l a r g e  b a c t e r i a l  p l a s m i d s  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n o f  t h e  P 2  
i n c o mp a t i b i l i t y  g r o u p  p l a s m i d s  p M G 1 a n d  p MG S . J .  
B a c t e r i a l . 1 3 5 : 2 2 7 - 2 3 8 . 
3 3 . H a r g r o v e , R . S � ,  a n d  M . G .  M e r k l e .  1 9 7 1 . T h e  l o s s  o f  
a l a c h l o r  f r o m s o i l .  W e e d  S t i . 1 9 : 6 5 2 - 6 5 4 . 
3 4 . J u n k , G . A . , J . J .  R i c h a r d , a n d  P . A .  D a h m . 1 9 8 4 . D e g r a ­
d a t i o n o f  p e s t i c i d e s i n  c o n t r o l l e d w a t e r - s o i l s y s t e m s , 
p .  3 7 - 6 7 . I n  R . F .  K r u e g e r ,  a n d  J . N .  S e i b e r  ( e d . ) ,  
T r e a t m e n t  a n d  d i s p o s a l  o f  p e s t i c i d e  w a s t e s . A m . C h e rn . 
S o c . , W a s h i n g t o n ,  D . C .  
3 5 . K a d o , C . I . , a n d  S . - T .  L i u . 1 9 8 1 . R a p i d p r o c e d u r e f o r  
d e t e c t i o n  a n d  i s o l a t i o n  o f  l a r g e  a n d  s m a l l  p l a s m i d s . 
J .  B a c t e r i a l . 1 4 5 : 1 3 6 5 - 1 3 7 3 . 
3 6 . K e a r n e y , P . C . , a n d  D . D . K a u  f m a n  . 1. 9 7 2 . M i c r o b i a 1 d e g ­
r a d a t i o n o f  s o m e  c h l o r i n a t e d  p e s t i c i d e s , p .  1 6 6 - 1 8 9 . 
!...!!, P r o c e e d i n g s  o f  a C o n f e r e n c e , D e g r a d a t i o n  o f  S y n ­
t h e t i c O r g a n i c  M o l e c u l e s i n  t h e  B i o s p h e r e . N a t l .  A c a d . 
S c i . , W a s h i n g t o n , D . C .  
3 7 . K e l l o g g , S . T . , D . K .  C h a t t e r j e e ,  A . M .  C h a k r a b a r t y . 
1 9 8 1 . P l a s m i d - a s s i s t e d  m o l e c u l a r  b r e e d i n g : n e w  
t e c h n i q u e  f o r e n h a n c e d  b i o d e g � a d a t i o n o f  p e r s i s t e n t  
t o x i c  c h e m i c a l s . S c i e n c e  2 1 4 : 1 1 3 3 - 1 1 3 5 . 
3 8 . K i l b a n e , J . J . , D . K .  C h a t t e r j e e , a n d  A . M .  C h a k r a b a r t y . 
1 9 8 3 . D e t o x i f i c a t i o n  o f  2 , 4 , 5 - t r i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c 
a c i d  f r o m c o n t a m i n a t e d  s o i l  b y  a P s e u d o m o n a s  c e p a c i a . 
A p p l .  E n v i r o n . M i c r o b i a l . 4 5 : 1 6 9 7 - 1 7 0 0 . 
3 9 . K i l b a n e , J . J . , D . K .  C h a t t e r j e e , J . S .  K a r n s , S . T .  
K e l l o g g , a n d  A . M .  C h a k r a b a r t y . 1 9 8 2 . B i o d e g r a d a t i o n 
o f  2 , 4 , 5 - t r i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c a c i d b y  a p u r e  c u l t u r e 
o f  P s e u d o m o n a s  c e p a c i a . A p p l .  E n v i r o n . M i c r o b i a l . 
4 4 : 7 2 - 7 8 . 
4 0 . K r a u s e ,  A . , W . G .  H a n c o c k , R . D .  M i n a r d , A . J .  F r e y � r ,  
R . C  . . H o n e y c u t t ,  H . M .  L e B a r o n , D . L .  P a u l s o n , S . Y .  L i u ,  
a n d  J . M .  B o l l a g . 1 9 8 5 . M i c r o b i a l  t r a n s f o r m a t i o n  o f  
t h e  h e r b i c i d e  m e t o l a c h l o r  b y _ a s o i l  a c t i n o my c e t e .  J .  
A g r i c . F o o d  C h e m . � :  5 8 4 - 5 8 9  . · · 
/ 
4 1 . K r i e g , N . R . , a n d  J . G .  H o l t  ( e d ) . 
u a l o f  s y s t e m a t i c  b a c t e r i o l o g y , V .  
W i l k i n s , B a l t i m o r e . 
1 9 8 4 .  
1 . 
B e r g e y ' s  m a n ­
W i l l i a m s  a n d  
1 1 8  
4 2 . K r i e g , N . R . , a n d  P .  G e r h a r d t .  1 9 8 1 . S o l i d c u l t u r e , p .  
1 4 3 - 1 5 0 .  I n  P .  G e r h a r d t , R . G . E . M u r r a y , R . N .  C o s t i l ow ,  
E . W .  N e s t e r ,  W . A .  W o o d , N . R . K r i e g , a n d  G . B .  P h i l l i p s 
( e d .  ) ,  M a n u a l  o f  m e t h o d s  · f o r  g e n e r a l b a c t e r i o l o g y . Am . 
S o c . M i c r o b i o l . , W a s h i n g t o n , D . C .  
4 3 . L e w i s , B . A .  1 9 8 1 . R p l a s m i d s  i n  c l i n i c a l  i s o l a t e s  o f  
S e r r a t i a  m a r c e s c i n s . M . S .  t h e s i s . U n i v . W y o m i n g , 
L a r a m i e . 
4 4 . L i c h t e n s t e i n , E . P .  1 9 7 1 . E n v i r o n m e n t a l f a c t o r s  a f f e c t ­
i n g f a t e  o f  p e s t i c i d e s , p .  1 9 0 - 2 0 5 . I n  P r o c e e d i n g s  o f  
a C o n f e r e n c e , D e g r a d a t i o n o f  s y n t h e t i c  o r g a n i c  m o l e ­
c u l e s  1. n  t h e  b i o s p h e r e . N a t l . A c a d . S c i . , W a s h i n g t o n , 
D . C .  
4 5 . L i u ,  S . - Y . , a n d  J . -M . . B o l l a g . 1 9 7 1 . M e t a b o l i s m o f  c a r ­
b a r y l b y  a s o i l  f u n g u s . J .  A g r i c . F o o d C h e rn . 
1 9 : 4 8 7 - 4 9 0 . 
4 6 .  M a n i a t i s , T .  E . F .  F r i t s c h , a n d  J .  S a m b r o o k . 1 9 8 2 . 
4 7 .  
M o l e c u l a r  c l o n i n g  a l a b o r a t o r y m a n u a l ,  p .  4 6 1 - 4 6 3 . 
C o l d  S p r i n g  H a r b o r  L a b o r a t o r y . 
M a r s h  a 1 1 , K .  C .  , J .  S .  Wh i t e s i d e , a n d M .  
1 9 6 0 . P r o b l e m s  i n  t h e u s e  o f  a g a r  f o r  
o f  s o i l  m i c r o o r g a n i s m s . S o i l S c i . S o c .  
A l e x a n d e r .  
t h e  e n u m e r a t i o n  
P r o c . 2 4 : 6 1 - 6 2 . 
4 8 . M a t s u m u r a , F .  1 9 8 2 . D e g r a d a t i o n  o f  p e s t i c i d e s  i n  t h e  
e n v i r o n m e n t  b y  m i c r o o r g a n i s m s  a n d  s u n l i g h t , p .  6 1 - 8 7 . 
I n  F .  M a t s ·u m u r a , a n d C . R .  K r i s h n a  M u r t .i ,  ( e d . ) ,  B i o ­
de g r a d  a t i o n  o f p e s t i c i d e s . P l .e n u m P r e s s , N e w Y o  r k . 
4 9 . M e y e r s , J . A . , D .  S a n c h e z , L . P .  E l w e l l , a n d  S .  F a l k o w .  
1 9 7 6 . S i m p l e  a g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e t i c m e t h o d  f o r  
t h e  i d e n t i f i c a t i o n  a n d c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  p l a s m i d  
d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d . J .  B a c t e r i o l . 1 2 7 : 1 5 2 9 - 1 5 3 7 . 
5 0 . M u n n e c k e , D . M . , L . M .  J o h n s o n , H . W .  T a l b o t , a n d  S .  
B a r i k . 1 9 8 2 . M i c r o b i a l  me t a b o l i s m a n d  e n z y m o l o g y  o f  
s e l e c t e d  p e s t i c i d e s , p .  1 - 3 2 . � A . M .  C h a k r a b a r t y  
( e d . ) ,  B i o d e g r a d a t i o n a n d  d e t o x i f i c a t i o n  o f  e n v i r o n­
m e n t a l p o l l u t a n t s .  C R C P r e s s ,  B o c a  R a t o n . 
/ 
1 1 9  
5 1 . M u n n e c k e , D . M .  1 9 8 0 . E n z y m a t i c  d e t o x i f i c a t i o n o f  
w a s t e  o r g a n o p h o s p h a t e  p e s t i c i d e s . J .  A g r i c . F o o d  C h e rn . 
2 8 : 1 0 5 - 1 1 1 .  
5 2 . M u n n e c k e , D . M .  1 9 7 9 . H y d r o l y s i s  o f  o r g a n o p h o s p h a t e  
i n s e c t i c i d e s  b y  a n  i mm o b i l i z e d - e n z y m e  s y s t e m .  B i o t e c h . 
B i o e n g . 2 1 : 2 2 4 7 - 2 2 6 1 . 
5 3 . M u n n e c k e , D . M .  1 9 7 6 . E n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  o f  o r g a n o ­
p h o s p h a t e  i n s e c t i c i d e s , a p o s s i b l e p e s t i c i d e  d i s p o s a l  
m e t h o d . A p p l .  E n v i r o n . M i c r o b i a l . 3 2 : 7 - 1 3 . 
5 4 . M u n n e c k e , D . M . , a n d  D . P . H .  H s i e h .  1 9 7 4 . M i c r o b i a l 
d e c o n t a m i n a t i o n o f  p a r a t h i o n a n d p - n i t r o p h e n o l · i n  
a q u e o u s  m e d i a . A p p l .  M i c r o b i a l . 2 8 : 2 1 2 - 2 1 7 . 
5 5 . P a v i a ,  D . L . , G . M .  L a m p ma n , a n d  G . S .  K r i z , J r . 1 9 8 2 . 
I n t r o d u c t i o n  t o  o r g a n i c  l a b o r a t O F Y  t e c h n i q u e s , 2 n d  e d . 
p .  5 7 1 - 5 8 4 . C B S  C o l l e g e  P u b l i s h i n g , P h i l a d e l p h i a .  
5 6 . P e m b e r t o n , J . M . , a n d  R .  H .  D o n . 1 9 8 1 . B a c t e r i a l  p l a s ­
m i d s  o f  a g r i c u l t u r a l a n d  e n v i r o n m e n t a l  i m p o r t a n c e . 
A g r i c . E n v i r o n �  6 : 2 3 - 3 2 . 
5 7 . P e mb e r t o n , J . M .  1 9 7 9 . P e s t i c i d e  d e g r a d i n g  p l a s m i d s : A 
b i o l o g i c a l a n s w e r  t o  e n v i r o n me n t a l  p o l l u t i o n b y  p h e n o x y ­
h e r b i c i d e s . A m b i a  8 : 2 0 2 - 2 0 5 . 
5 8 . P e m b e r t o n , J . M . , B .  C o r n e y , a n d  R . H .  D o n . 1 9 7 9 . E v o ­
l u t i o n  a n d  s p r e a d  o f  p e s t i c i d e  d e g r a d i n g a b i l i t y  a m o n g  
s o i l  m i c r o o r g a n i s m s , p .  2 8 7 - 2 9 9 . I n  K . N .  T i mm i s  a n d  A .  
P u h 1 e· r ( e d . ) , P 1 a s m i d s o f me  d i c a 1 , ---; n v i r o n m e  n t a 1 a n d  
c o mme r c i a l  i m p o r t a n c e .  E l s e v i e r / N o r t h - H o l l a n d  
B i o m e d i c a l  P r e s s .  
5 9 . P e mb e r t o n , J . M . , a n d  P . R .  F i s h e r .  1 9 1 7 . 2 , 4 - D p l a s ­
m i d s  a n d p e r s i s t e n c e . N a t u r e 2 6 8 : . 7 3 2 - 7 3 3 . 
6 0 . R o s e n b e r g , A . , a n d  M .  A l e x a n d e r .  
v a g e  o f  v a r i o u s  o r g a n o p h o s p h o r u s  
E n v i r o n . M i c r o b i a l �  3 7 : 8 8 6 - 8 9 1 .  
1 9 7 9 . M i c r o b i a l  c l e a ­
i n s e c t i c i d e s . A p p 1 .  
6 1 . S c h a a l , K . P .  1 9 8 5 . I d e n t i f i c a t i o n  o f  c l i n i c a l l y  
s i g n i f i c a n t  a c t i n o my c e t e s  a n 4  r e l a t e d b a c t e r i a  u s i n g  
c h e m i c a l  t e c h n i q u e s ,  p .  3 5 9 - 3 8 1 . I n  M .  G o o d f e l l o w ,  
a n d D . E .  M i n n i k i n  ( e d . ) ,  C h e m i c a l  m e t h o d s  i n  b a c t e r i a l 
s y s t e m a t i c s . A c a d e m i c  P r e s s , O r l a n d o . 
/ 
6 2 . S c h l e i f , R . F . , a n d  P . C .  W e n s i nk . 1 9 8 1 � P r a c t i c a l 
m e t h o d s  i n  m o l e c u l a r b i o l o g y . S p r i n g e r - V e r l a g , N e w 
Y o r k . 
6 3 . S e r d a r , C . M . , D . T .  G i b s o n ,  D . M .  M u n n e c k e , a n d  J . H .  
L a n c a s t e r . 1 9 8 2 . P l a s m i d  i n v o l v e m e n t  i n  p a r a t h i o n  
h y d r o l y s i s  b y  P s e u d o m o n a s  d i m i n u t a . A p p l .  E n v i r o n . 
M i c r o b i a l . 4 4 : 2 4 6 - 2 4 9 . 
6 4 . S e t h u n a t h a n , N . , T . K .  A d h y a , a n d  K .  R a g h u . 1 9 8 2 . 
1 2 0  
M i c r o b i a l  d e g r a d a t i o n o f  p e s t i c i d e s  i n  t r o p i c a l  s o i l s , 
p .  9 1 - 1 1 5 . I n  F .  M a t s u mu r a , a n d  C . R . K r i s h n a  M u r t i  
( e d . ) ,  B i o d e g r a d a t i o n  o f  p e s t i c i d e s . P l e n u m  P r e s s ,  N e w  
Y o r k . 
6 5 . S h a r p e e , K . W . , J . M .  D u x b u r y , a n d  M .  A l e x a n d e r .  1 9 7 3 . 
2 , 4 - D i c h l o r o p h e n o x y a c e t a t e  m e t a b o l i s m b y  A r t h r o b a c t e r  
s p . : a c c u m u l a t i o n o f  a c h l o r o b u t e n o l i d e . A p p l .  
M i c r o b i a l �  2 6 : 4 4 5 - 4 4 7 _ 
6 6 . S h i r l i ri g , E . B . , a n d  D .  G o t t l i e b . 
c h a r a c t e r i z a t i o n o f  S t r e p t o my c e s  
S y s t .  B a c t . 1 6 : 3 1 3 - 3 4 0 . 
1 9 6 6 . M e t h o d s  f o r  
s p e c i e s . I n t l · . J .  
6 7 . S l a t e r ,  J . H . , a n d  D .  L o v a t t . 1 9 8 2 . B i o d e g r a d a t i o n a n d  
t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  m i c r o b i a l c o mmu n i t i e s , p .  4 3 9 - 4 8 5 . 
I n  D .  G i b s o n ( e d . ) ,  B i o c h e m i s t r y o f  m i c r o b i a l  d e g r a ­
�t i o n . M a r c e l D e k k e r ,  N e w Y o r k . 
6 8 . S m i t h , A . E . , a n d  D . V .  P h i l l i p s . 
a l a c h l o r  b y  R h i z o c t o n i a  s o l a n i . 
1 9 7 5 . D e g r a d a t i o n o f  
A g r o n . J .  6 7 : 3 4 7 - 3 5 0 . 
6 9 . S t a n l a k e , G . J . , a n d  R . K . F i n n . 1 9 8 2 . I s o l a t i o n  a n d  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a p e n t a c h l o r o p h e n o l - d e g r a d i n g  
b a c t e r i u m  . . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i a l . 4 4 : 1 4 2 1 - 1 4 2 7 .  
7 0 . T e w f i k , M . s· . ,  a n d  Y . A .  H a m d i .  1 9 7 0 . D e c o m p o s i t i o n  o f 
s e v i n b y  a s o i l  b a c t e r i u m .  A c t a  M i c r o b i a l . P o l a n .  
S e r : B  2 : 1 3 3 - 1 3 5 .  
7 1 . T i e d j e ,  J . M . , a n d  M . L .  H a g e d o r n . 1 9 7 5 . D e g r a d a t i o n  o f  
a 1 a c h 1 o r b y  a s o i 1 . f u n  g u s , C h a e. t o m  i u m g 1 o b o s u m . J . 
A g r i c . F o o d  C h e rn . 2 3 : 7 7 - 8 0 . 
7 2 . Wh e a t c r o f t , R . , a n d  P . A .  W i l l i a m s . 1 9 8 1 . R a p i d  m e t h ­
o d s  f o r  t h e  s t u d y  o f  b o t h s t a b l e  a n d  u n s t a b l e  p l a s m i d s  
i n _ P s e u d o m o n a s . J . G e n . M i c r o b i a l . 1 2 4 : 4 3 3 - 4 3 7 . 
/ 
7 3 . W i l k i n s o n , L .  
t i c s . S y s t a t , 
1 9 8 6 . S y s t a t : T h e  s y s t e m f o r s t a t i s ­
I n c . , . E v a n s t � n ,  I L . 
7 4 . W i n d h o l z , M .  ( e d . ) .  1 9 8 3 . T h e M e r c k i n d e x , l O t h . e d . 
M e r c k a n d  C o . ,  R a h w a y , N J . 
7 5 . Z i m d a h l , R . L . , a n d  S . K .  C l a r k . 1 9 8 2 . 
t h r e e  a c e t a n i l i d e  h e r b i c i d e s  i n  s o i l . 
3 0 : 5 4 5 - 5 4 8 . 
D e g r a d a t i o n  o f  
W e e d  S c i . 
1 2 1 
/ 
